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RESUMO

Os inibidores do tipo Bowman-Birk (BBI) sdo proteinas contendo dois dominios inibitorios
distintos para enzimas tripsina- e quimotripsina-simile. Muitos trabalhos mostram o uso
desses inibidores como agentes anti-cancerigenos, no entanto, estudos prévios do nosso
laboratorio revelaram uma biodistribuicdo limitada do BBI. Peptideos sintéticos analogos aos
dominios inibitérios do BBI também apresentaram baixa biodisponibilidade, possivelmente
devido a degradagdo. Com o objetivo de construir inibidores mais estaveis foram adicionados
motivos do tipo dedo de zinco — sequéncias de aminoéacidos com reconhecida funcéo
estabilizadora. Esses inibidores (CPI- e HPI-trip, para tripsina e CPI- e HPI-quimo, para
quimotripsina) foram comparados ao inibidor nativo e as suas respectivas alcas de inibi¢do
YCT-trip e YCA-quimo. A estabilidade dessas espécies quimicas foi testada do ponto de vista
térmico, redutor e de resisténcia a hidrolise. Os peptideos sintéticos contendo dedo de zinco
mostraram comportamento similar aos inibidores convencionais. A atividade bioldgica dos
inibidores foi avaliada no complexo proteolitico proteassoma 20S de Ratos Wistar e em
membrana corioalantoica de Gallus gallus domesticus. Os inibidores de quimotripsina
apresentaram atividade inibitoria sobre o proteassoma 20S, mas ndo geraram alteracfes na
membrana corioalantdica. Da mesma forma, os analogos contendo o motivo dedo de zinco
apresentaram baixa atividade tanto no proteassoma quanto na membrana. Por outro lado, 0s
inibidores de tripsina apresentaram atividade inibitoria sobre o proteassoma e produziram
respostas anti-angiogénicas na concentracdo de 100 nM, de maneira relacionada a atividade
da pentamidina, — uma droga com elevada atividade anti-tripsina. Ao contrario da
pentamidina, o inibidor Bowman-Birk é considerado isento de toxicidade em humanos,

colocando essa classe de inibidores como potenciais drogas anti-angiogénicas.
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ABSTRACT

Bowman-Birk inhibitors (BBI) are proteins containing two distinct inhibitory domains for
trypsin- and chymotrypsin-like enzymes. Several studies demonstrate the use of these
inhibitors as anticancer agents, however, previous works from our laboratory showed a
limited biodistribution of BBI. Synthetic peptides, analogous to the inhibitory domains of
BBI, also revealed low bioavailability, possibly due to degradation. Aiming for more stable
inhibitors, we added zinc finger motifs - amino acid sequences with known stabilizer function.
These inhibitors (CPI and HPI-trip, anti-trypsin, and CPI and HPI-quimo, anti-chymotrypsin)
were compared to the native inhibitor and their respective cyclic peptides YCT-trip and YCA-
quimo. These chemical species were tested for their stability. We evaluated thermal, reducing
and hydrolysis resistance. The synthetic peptides containing the zinc finger motif showed
similar behavior to conventional inhibitors. The biological activity of the inhibitors was
evaluated in the proteolytic complex 20S proteasome from Wistar Rat and chorioallantoic
membrane from Gallus gallus domesticus. Chymotrypsin inhibitors showed inhibitory activity
on the 20S proteasome, but no changes were observd in chorioallantoic membrane. Similarly,
the analogs containing the zinc finger motif showed low activity on both the proteasome and
the membrane. Moreover, inhibitors of trypsin presented inhibitory activity on the proteasome
and produced anti-angiogenic responses in a concentration of 100 nM, related to the activity
of pentamidine, - a drug with high anti-trypsin activity. Unlike pentamidine, Bowman-Birk
inhibitor is considered to be free of toxicity in humans, placing this class of inhibitors as

potential anti-angiogenic drugs.
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1. INTRODUCAO

1.1. Inibidores de proteases

Proteases sdo enzimas que hidrolisam ligacdes peptidicas e representam
aproximadamente 2% do total de proteinas celulares, sendo normalmente sintetizadas sob a
forma de zimogénio e ativadas por acdo de outras proteases ou através de processo
autocatalitico (Turk, 2006). De acordo com a posicdo da ligacdo peptidica a ser clivada,
podem ser divididas em exopeptidases - que atuam a partir das regides N e/ou C terminal - ou
endopeptidases, as quais clivam ligacGes peptidicas internas (Otlewski et al., 2005). Podem
ser ainda divididas em cinco subclasses, com base em seu sitio ativo: metalo-proteases,
serino-proteases, cisteino-proteases, aspartico-proteases e treonino-proteases. Dentre tais
enzimas, aproximadamente um terco pode ser classificada como serino-proteases (Barrett,
1986), as quais sdo assim denominadas por possuirem um mecanismo catalitico comum que
envolve um residuo de serina (Ser-195) no sitio ativo (Voet et al., 2000).

Quanto a especificidade pelo substrato, sdo observadas diferencas dentro da familia
das serino-proteases, apesar de seu sitio ativo ser bastante conservado no que se refere a triade
catalitica (His57, Asp102 e Ser195) (Ishida, 2006). Como exemplo, as principais enzimas
pertencentes a esse grupo, tripsina e quimotripsina, reconhecem substratos diferentes apesar
de apresentarem alta similaridade estrutural (Perona et al., 1995). A tripsina hidrolisa ligacGes
peptidicas na extremidade carboxila de L-aminoacidos basicos, como a arginina (Arg) e a
lisina (Lys), enquanto a quimotripsina catalisa a hidrolise de ligaces apos residuos de leucina
(Leu), fenilalanina (Phe) e tirosina (Tyr). Assim, muitos peptideos naturais inibidores de
tripsina possuem uma arginina ou lisina, que se ligam ao sitio ativo da enzima, localizado na
vizinhanca da triade catalitica responsavel pela catalise (Bertrand et al., 1996).

Nesse sentido, a homeostase celular requer um equilibrio entre proteases e seus
inibidores enddgenos. Quando esse equilibrio é perdido em favor das proteases, podem-se
desencadear processos inflamatérios, artrites reumatdides e angiogénese patoldgica (Puente
et al., 2003). Alem disso, estudos demonstram que pelo menos trés familias de proteases —
serino, cisteino e metalo-proteases — estdo envolvidas no desenvolvimento tumoral (Powers et
al., 2002). A tripsina, por exemplo, esta envolvida nos processos de progressdo tumoral,

contribuindo para a degradacdo da matriz extracelular, ativando metalo-proteases e
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modulando o comportamento celular através da ativacdo de receptores, tais como 0S
receptores de plasminogénio e de fatores de crescimento (Kennedy et al., 2002). Ao passo que
diferentes tipos de inibidores de proteases podem prevenir a carcinogénese, 0S que Se
mostram mais eficientes contra esse processo sdo 0s que atuam sobre a quimotripsina ou
proteases quimotripsina-simile (Koblinski et al., 2000).

Inibidores de proteases (enddgenos ou sintéticos) atuam como pseudo-substratos
exibindo afinidade aos sitios cataliticos da enzima, e podem ser classificados em dois grupos:
inibidores peptidomiméticos de baixo peso molecular e inibidores proteicos compostos de
uma ou mais cadeias peptidicas (Fear et al., 2007). Estes inibidores sdo amplamente
distribuidos na natureza, estando presentes em animais, plantas e microorganismos, nos quais
controlam a protedlise dentro do proprio organismo ou inativam proteases de espécies
predadoras. Particularmente, as plantas sdo boas fontes de inibidores de protease, nas quais
esses compostos protegem contra doencas, pragas e consumo por herbivoros (Ryan, 1990). Os
inibidores de proteases mais bem estudados e caracterizados até 0 momento séo os inibidores
de serino-proteases, que apresentam inibicao estritamente competitiva (Richardson, 1991).

Estudos epidemiologicos corroboram os efeitos supracitados e correlacionam o
consumo de alimentos ricos em inibidores de proteases a reducdo da incidéncia de diversos
tipos de canceres (Kelloff et al., 2000). Dentro desse contexto, existem varios inibidores de
proteases que fazem parte da dieta humana e que possuem a habilidade de inibir enzimas
quimotripsina-similes. A soja é um exemplo de leguminosa rica em componentes com
reconhecida acdo anticarcinogénica, incluindo acido fitico, saponinas, isoflavondides e
inibidores de serino-proteases, 0s quais representam aproximadamente 6% do total de
proteinas encontradas em sua composicdo (Messina & Barnes, 1991). Dentre os inibidores de
proteases, encontram-se 0s inibidores de tripsina do tipo Kunitz (KTI) e os inibidores
Bowman-Birk (Losso, 2008). Todavia, os inibidores Bowman-Birk sdo reconhecidamente os

mais potentes agentes antitumorais presentes nas sojas (Kennedy et al., 2002).
1.2. Inibidores do tipo Bowman Birk
Os inibidores do tipo Bowman-Birk (BBI) sdo inibidores proteicos de serino-proteases

isolados pela primeira vez em sementes de soja por Bowman, em 1946, e caracterizados por

Birk e colaboradores em 1963, sendo posteriormente identificados em outras leguminosas e
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gramineas (Clemente et al., 2011). Os BBI’s encontrados na soja sdo proteinas de baixo peso
molecular (aproximadamente 8KDa) geralmente compostos por 71 residuos de aminoacidos
(Losso, 2008). Possuem sete pontes dissulfeto que permitem a formacdo de uma estrutura
assimétrica composta por dois sitios reativos independentes que inibem, de forma reversivel,
as enzimas semelhantes a tripsina e quimotripsina (Figura 1) (Deshimaru et al. 2004). Cada
sitio reativo é formado por nove residuos de aminoécidos, e a caracteristica estrutural mais
interessante do BBI é a auséncia de uma “cavidade hidrofobica”, caracteristica marcante em
proteinas globulares e maior responsavel pelo arranjo e estabilidade dessas (Barbosa et al.,
2007).

Devido a variabilidade dos aminoacidos presentes no sitio ativo, os BBI’s possuem
diferentes especificidades, sendo moléculas com potencial para inibir além da tripsina e
quimotripsina, outras serino—proteases envolvidas na regulacdo de sistemas fisiologicos de
organismos superiores. Assim, além dessas enzimas, o BBI pode inibir a catepsina G, elastase
(Larionova et al., 1993) e cimase (Ware et al., 1997).

Figura 1: Estrutura do BBI da soja. A direita esta representado o sitio inibitério para a quimotripsina (Leu — Ser,
bolas brancas), e do lado esquerdo o sitio inibitério para a tripsina (Lys — Ser, bolas pretas). Adaptado de Safavi
& Rostami (2012).

1.2.1. Residuos envolvidos na interacdo com as enzimas proteoliticas

As posicdes dos aminoacidos do inibidor proteico sdo definidas de acordo com o
aminodacido que interage com o residuo catalitico da enzima proteolitica (Ishida, 2006). Esse

aminodacido sofrerd um ataque nucleofilico sobre a carbonila da ligacdo peptidica, que sera
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quebrada. O amino&cido presente nessa posi¢do é denominado P1 e aqueles que se situarem a
montante da carbonila envolvida na hidrélise serdo numerados gradativamente, P2, P3, e
assim sucessivamente, e 0s aminoacidos que se situarem a jusante daquele serdo numerados
da seguinte forma: P1°, P2’ e assim por diante (Figura 2). Os sitios de interagdo da enzima em
posi¢cdes correspondentes aos aminoacidos do peptideo que se acomodam no sitio catalitico
sdo denominados S1, S2, S1°, S2’ (Gariani et al., 1999).

A complementaridade estrutural do sitio reativo do BBI ao sitio ativo da enzima a ser
inibida propicia uma ligacdo reversivel de alta afinidade entre o inibidor e a protease. O
encaixe adequado nos sitios enzimaticos impede as mudancas conformacionais necessarias a
catalise, gerando um complexo tipico enzima-inibidor com uma barreira energética

desfavoravel a hidrolise (Sattar et al., 2004).

Side Chain
{Asn136)

Figura 2: Esquema representativo da interagdo entre tripsina (dominios identificados em magenta e verde) e um
inibidor Bowman-Birk (representado em modelo de bastdes e bolas). Adaptado de Sattar et al., 2004.

Jensen e colaboradores (1996) afirmam que apds a formacdo do complexo, o BBI é
clivado muito lentamente e estudos de avaliacdo da taxa de hidrdlise por tripsina de peptideos
sintéticos derivados do BBI, comprovam essa afirmacdo. Nesses ensaios, apds incubacdo dos
inibidores com a enzima, essa apresentou atividade residual crescente em funcéo do tempo, a
qual foi atribuida a hidrélise do inibidor (Gariani et al., 1999).

Ainda quanto sua estrutura, embora as analises das seqiiéncias das al¢as de inibicdo
revelem que essas sejam extremamente conservadas (McBride et al., 1998) o BBI apresenta

variacfes pontuais muito importantes que podem modificar suas especificidades; as posi¢oes
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mais relevantes sdo P1 e P2'. Varia¢des na posi¢do P2’ resultam em diferencas na estabilidade
do inibidor quanto a sua velocidade de hidrélise (Gariani et al., 1999). Nos inibidores para
tripsina essas variacdes sdo muito importantes, visto que S2’° constitui o sitio alostérico da

enzima (Andrade & Mares-Guia, 1990).

1.2.2. Inibidores Bowman Birk como agentes preventivos do céncer e doencas

neurodegenerativas

Varios estudos demonstraram que o BBI possui a capacidade de supressdo de cancer
em diferentes espécies animais e em diferentes 6rgaos e tecidos quando administrados na
dieta, ou aplicados de forma intravenosa e intraperitoneal (Kennedy, 1998). Esse inibidor tem
sido utilizado em sua forma purificada (PBBI) ou na forma de extrato de soja enriquecido ou
concentrado em BBI (BBIC). Ambas as formas apresentam atividades semelhantes,
suprimindo o processo carcinogénico induzido quimicamente ou por radiacdo, em sistemas in
vitro e in vivo, em concentracfes molares extremamente baixas (Billings et al., 1990).

Dessa forma, o extrato de soja enriquecido em BBI (BBIC) alcancou status de “novo
medicamento investigativo” pela Food and Drug Administration (FDA) em 1992, e testes
para avaliar a atividade anti-carcinogénica do BBI em populacdes humanas estdo em
andamento por mais de uma década com eficacia clinica e minima toxicidade (Armstrong et
al., 2000; Kennedy, 2002). Em experimentos com células normais, Yavelow e colaboradores
(1985) observaram a supressdo da transformacéo celular maligna induzida por raios-X, apos o
tratamento das células com BBI. Esses dados indicam que o inibidor parece agir
seletivamente sobre células malignas, sendo sua toxicidade praticamente nula em células
normais. Como mostrado por Dittmann e colaboradores (2008), em experimentos com
fibroblastos submetidos a radiacdo, o BBI exerceu efeito radioprotetor, com consequente
aumento da sobrevivéncia, apenas sobre células normais. Células com mutacdes no gene
TP53 (presentes em tumores malignos) tornaram-se mais susceptiveis a radiacdo. Os autores
atribuiram essa seletividade a capacidade do BBI de aumentar a internalizacdo nuclear de
fatores responsaveis pela reparacdo do DNA, aos quais a proteina TP53 liga-se para a
formacdo do complexo de reparo. Desse modo, a ocorréncia de mutacGes no gene TP53
diminuiria a eficiéncia do reparo de danos ao DNA causados por radiacdo, aumentando o

impacto da radioterapia sobre células cancerosas.
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O BBI também reduz a sobrevivéncia de células cancerigenas de ovario humano de
maneira dose-dependente e para alguns tipos de cancer em que o crescimento das células
tumorais é lento, como tumores de prostata, o BBl pode ser considerado como agente
terapéutico (McCormick et al., 2007). Malkowicz e colaboradores (2001) realizaram ensaios
clinicos de fase | com pacientes portadores de hiperplasia prostética benigna e observaram
que apos seis meses de tratamento com BBIC esses pacientes apresentaram reducdo dos niveis
plasmaticos de PSA e do tamanho das lesdes. Kennedy e Wan (2002) também verificaram a
inibicdo do crescimento de células cancerigenas de prostata humano, protegendo-as de lesdes
metastaticas, sem afetar células epiteliais normais da prostata.

Resultados dos estudos clinicos de fase | e 1l com pacientes portadores de leucoplasia
oral mostraram que o0s pacientes tratados com BBIC tiveram melhora do quadro clinico, boa
toleréncia ao inibidor administrado oralmente e ndo apresentaram nenhum sinal de toxicidade
(Armstrong et al., 2000).

A adigdo de BBI na dieta reduziu a incidéncia de adenocarcinoma de colon em
modelos animais com carcinoma induzido e em animais geneticamente modificados
susceptiveis a canceres espontaneos nessa regiao (Billings et al., 1990; Kennedy et al., 1996).
Caccialupi e colaboradores (2010) também verificaram tais propriedades anti-proliferativas
sobre células de cancer de colon humano.

O BBI também se mostrou ativo sobre células epiteliais de mama humana. Nesse
modelo, além da atividade anti-proteasica tipica, o inibidor mostrou influéncia sobre a
apoptose e a permeabilidade da membrana lisossomal de células MCF-7 de cancer de mama,
revelando novos alvos celulares e mecanismos anti-cancerigenos para o BBI (Joanitti et al.,
2010). Na mesma linhagem de células, o BBI diminuiu a taxa de crescimento celular de
maneira associada a inibicdo da atividade quimotripsina-simile do proteassoma. O tratamento
com o inibidor levou ao acimulo de substratos poli-ubiquitinados incluindo reguladores do
ciclo celular (Chen et al., 2005).

Além de um agente promissor contra o cancer, alguns trabalhos reportam que a
capacidade do BBI de inibir diversas proteases (como elastase de leucdcitos, catepsina G e
cimase de mastocitos), Ihe confere propriedades anti-inflamatorias (Dai et al., 2012).
BBI pode diminuir a inflamacdo por meio da regulacdo de citocinas pro e anti-inflamatérias.

A protecdo oriunda dessa capacidade imunorregulatoria mostra-se especialmente importante
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em doengas que afetam o sistema nervoso central (SNC), como é o caso da encefalomielite
autoimune e processos inflamatorios que se seguem a infecgdes. Em ensaios com células
neuronais, o inibidor exerceu efeito protetor ao diminuir a liberacdo de interleucina 1, 6 e
TNFo — citocinas neurotdxicas — em células de macrofagos ativados por lipopolissacarideos
bacterianos, além de aumentar a expresséo de IL-10, uma importante citocina
imunomodulatéria (Li et al., 2011). O aumento nos niveis de IL-10 foi observado também em
animais, onde o BBI diminuiu a infiltracdo do corddo espinhal por células inflamatérias bem
como alterou a expressdo de suas moléculas de adesdo, eliminando a inflamagdo do SNC em
ensaios de encefalomielite autoimune experimental. Esses estudos ddo base ao uso do BBI no
tratamento oral de doengas neuronais (Gran et al., 2006; Safavi & Rostami, 2012).

O efeito quimiopreventivo do BBI é também associado com o controle do processo de
apoptose e divisdo celular, via inibicdo do proteassoma, um importante complexo proteolitico
regulador de substratos protéicos intracelulares (Voutsadakis, 2008). O sistema ubiquitina-
proteassoma € essencial para a manutencdo da maquinaria celular eucariota, atuando na
regulacdo de varios processos fisiologicos, sendo considerado um alvo emergente para a
terapia do cancer (Tanaka, 2009). O centro catalitico deste complexo, denominado
proteassoma 20S, é formado por 28 subunidades agrupadas em duas familias: as subunidades
B das quais 3 sdo cataliticas e as subunidades o estruturais. As subunidades cataliticas
possuem atividade do tipo caspase-simile, tripsina-simile e quimotripsina-simile (Kisselev et
al., 2006).

1.2.3. Peptideos sintéticos derivados do inibidor Bowman-Birk

Com o intuito de identificar o papel de residuos de aminoacidos especificos no
processo inibitdrio, varios peptideos sintéticos consistindo de um Unico dominio de inibicédo
tém sido produzidos (McBride et al., 2002). Alguns estudos demonstraram que um peptideo
monociclico composto por nove residuos analogo ao loop de tripsina foi suficiente para
preservar as propriedades inibitérias do inibidor nativo (Nishino et al., 1977).

A importancia de estudos sobre a avaliacdo da relacdo estrutura-atividade de peptideos
sintéticos foi mostrada também por Fernandez e colaboradores (2007). Os autores, por meio
de modelagem computacional e experimentos de phage display e ELISA, levantam a

possibilidade da construcdo de peptideos sintéticos baseados nas cabecas inibitérias do BBI e
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que apresentem as caracteristicas necessarias para a interacdo tanto com a tripsina quanto com
a quimotripsina no mesmo loop de residuos.

Recentemente, foi caracterizado um octadecapeptideo isolado da secrecdo cutanea do
sapo Huia versabilis, que contém um loop peptidico de 11 residuos com um sitio reativo P1-
P1’ (Lys8-Ser9) entre duas cisteinas, assemelhando-se as algas inibitorias dos BBI. Uma
replicata desse peptideo, nomeada HV-BBI, foi sintetizada e analisada quanto sua atividade
anti-tripsina e anti-quimotripsina. Quando sintetizado em sua forma nativa (com um residuo
de lisina na posicdo P1), o peptideo mostrou-se um potente inibidor de tripsina com Ki de
19nM. A substituicdo desse residuo por arginina resultou em uma reducdo significante da
poténcia (Ki 57 nM), enquanto que a substituicdo por fenilalanina resultou na aboligcdo
completa da atividade inibitéria da tripsina (Song et al., 2008). Debowski e colaboradores
(2012) mostraram que a substituicdo por um residuo de fenilalanina na posi¢cdo P1 no
peptideo original (com 18 residuos) acarretou na troca da especificidade de tripsina por
quimotripsina, e a retirada dos dois primeiros residuos da sequéncia (externos ao loop)
conferiu propriedades antimicrobianas contra S. aureus e E. coli ao HV-BBI.

Apesar dos diversos efeitos alcangados em experimentos in vitro, a aplicacdo de
peptideos na prevencdo ou tratamento do cancer e outras doencas € dificultada pela sua curta
meia-vida plasmatica e pobre absorcdo gastrointestinal (Wang & Shen, 2000). Estudos
prévios do nosso laboratdrio mostraram que o inibidor obtido de semente da planta
Macrotyloma axillare (BBIM) apresentou distribuicdo limitada ao interior dos vasos
sanguineos, com pequena distribuicdo para os tecidos (Santos, 2006). Alternativamente, o
uso de peptideos sintéticos mimetizando os dominios inibitorios de tripsina e quimotripsina
do BBI apresentaram apenas 5% de biodisponibilidade, possivelmente devido a degradacgéo
(Amorin, 2009). Esses resultados incentivam a construcdo de peptideos sintéticos com maior
estabilidade e que conservem a atividade biolégica dos homdlogos naturais. Além disso, a
sintese de peptideos mostra vantagem sobre processos de enriquecimento de extratos naturais
e expressdo heteréloga, no que tange a pureza do produto final. Especificamente no caso do
BBI, as etapas de purificacdo do inibidor ndo eliminam completamente a contaminagdo por
lunasina, outra proteina encontrada em extratos vegetais, levando a suposicdes sobre a
atividade conjunta de ambos em ensaios de atividade biolégica (Hernandez-Ledesma et al.,
2009). A presenca de contaminantes proteicos é abolida em amostras de peptideos sintéticos,

reduzindo a possibilidade de alteracdo dos resultados.
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1.3. Pentamidina

Como citado anteriormente, as serino proteases tripsina-simile desempenham fungdes
essenciais em muitos processos fisioldégicos (Puente et al., 2003). Esta classe de enzimas
constitui um importante alvo para a quimica medicinal contemporanea, uma vez que muitas
doencas estdo relacionadas com falhas na regulagdo metabdlica mediada por elas (Talhout &
Engberts, 2001). Como alternativa para a inibicdo da atividade desregulada dessas proteases
devem ser ressaltados os inibidores sintéticos, que muitas vezes sdo baseados em grupos
analogos aos substratos dessas enzimas. Por exemplo, a benzamidina, cuja estrutura mimetiza
a da arginina, € o componente primario de muitos inibidores maiores e mais complexos
(Talhout et al., 2003). Varias estruturas de enzimas tripsina-simile foram elucidadas em
complexos com inibidores sintéticos analogos a benzamidina (Perilo et al., 2010).

O isotionato de pentamidina [l, 5-bis (4-amidinofenoxi) pentano], uma diamidina
aromatica, é uma droga nao-peptidica desenvolvida como agente anti-protozoario em 1940
para utilizagdo no tratamento de doengas como a doenca do sono Africano e kala-azar indiano
causada por tripanossomas. Embora produza reacOes adversas geralmente graves, o farmaco
tem se mostrado muito eficaz na reducdo da mortalidade e morbidade causadas por esses
parasitos (Parker et al., 1993). A estrutura da pentamidina é formada por duas moléculas de
benzamidina unidas entre si por um ligante dioxipentano, semelhante a um par de residuos de
aminodcidos basicos (arginina) em um dipeptideo, como mostrado na figura 3.

Atualmente, a pentamidina é o principio ativo da droga Pentacarinat® usada no
tratamento da pneumonia causada por Pneumocystis carinii (PCP) uma infec¢do oportunista
comum e potencialmente fatal apresentada por pacientes que sofrem da sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS) (Hildebrandt et al., 1998). O farmaco também ¢ utilizado
em tratamentos da leishmaniose causada por Trypanosoma brucei gambiense (Kobayashi et
al., 2010). Embora o tratamento desses parasitas com o farmaco tenha a duracdo de trés
semanas e a profilaxia possa se estender por nove meses, 0 uso da pentamidina era feito até a
década de 80, sem o conhecimento de muitos de seus efeitos potenciais em longo prazo sobre
0 hospedeiro. Nesse sentido, trabalhos com linfoblast6ides e hepat6citos humanos mostraram
que a pentamidina ndo apresenta atividade mutagénica ou clastogénica, além de ndo afetar a

viabilidade celular em baixas concentracfes. No entanto, a administracdo prolongada do
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farmaco diminuiu a taxa de crescimento e alterou a morfologia de hepatdcitos (Connor &
Trizna, 1992; Parker et al., 1993).

NH,

NH

side chains

HoN NH

Figura 3: Estrutura quimica da pentamidina (a esquerda) e ligacdo do farmaco e de outros derivados da
benzamidina ao sitio ativo da B-tripsina bovina (a direita), com as multiplas conformac6es adotadas pela cadeia
lateral da Glutamina (GIn192): -tripsina/pentamidina (azul escuro), -tripsina/diminazeno-A (amarelo) e -

tripsina/diminazeno-B (azul claro). Adaptado de Perilo et al., 2010.

Quanto a via de administracdo da pentamidina, no caso do tratamento e profilaxia da
PCP em pacientes com AIDS, sua inalagcdo tem se mostrado mais eficiente e menos danosa do
que sua administracdo parenteral (Selik et al., 1987). Além da diminuicdo da toxicidade, a
pentamidina inalada atinge concentra¢cBes muito maiores na superficie bronquioalveolar com
minima absor¢do e nenhum efeito sistémico significante (Monk & Benfield, 1990).

Grande parte dos efeitos provenientes da administracao de pentamidina é devido a sua
capacidade de se ligar ao sulco menor do DNA e inibir a replicacdo e a sintese de proteinas
(Hildebrandt et al., 1998). Por outro lado, alguns estudos apontam sua acdo direta sobre
enzimas envolvidas na reparacdo de danos no DNA, e ressaltam a possibilidade do seu uso
como agente anticancerigeno. Chow e colaboradores (2004) mostraram o efeito negativo da
pentamidina sobre a viabilidade de diferentes linhagens de células tumorais e atribuiram esse
fendmeno a inibicdo da enzima endo-exonuclease, a qual é responsavel pelo reparo de danos
na dupla fita de DNA e é expressa em um nivel oitenta vezes maior em células tumorais. A

pentamidina também se mostrou efetiva na inibicao de outras proteinas envolvidas no sistema

11



Ferreira, C. S. Introducao

de reparacdo do DNA, diminuindo a eficiéncia da formacdo e da atividade do complexo de
reparo por meio da inibicdo de enzimas envolvidas na acetilacdo de histonas e clivagem de
regides alteradas do DNA (Kobayashi et al., 2010). Ainda no que tange acerca de seus efeitos
sobre células cancerigenas, o farmaco pode prevenir a diferenciacdo precoce de células de
leucemia miel6ide humana em cultura (Klemes et al., 1984).

Além da interacdo com enzimas envolvidas no processamento de DNA, a
pentamidina, assim como alguns de seus derivados, apresenta atividade antiproteolitica,
especialmente sobre proteases tripsina-similes (Pu¢kowska et al., 2008). Essa capacidade de
inibicdo seria uma das explicacbes para as propriedades anti-inflamatorias do farmaco, como
discutido por Rosenthal e colaboradores (1991). Os autores relatam que a pentamidina regula
a interleucina pro-inflamatéria IL-1 de maneira pos-traducional, por meio da inibicdo da

clivagem intracelular de seu precursor, impedindo a a¢éo de alguma protease sobre esse.

1.4. Resti¢do conformacional de peptideos

A maioria dos processos bioquimicos depende do reconhecimento molecular
especifico entre peptideos ou proteinas e outras moléculas biologicamente ativas. Apesar de
seus efeitos bioldgicos, os peptideos podem ser rapidamente hidrolisados em presenca das
proteases em nosso organismo, apresentando entdo, baixa atividade quando administrados por
via oral e/ou plasmatica. Outras caracteristicas relacionadas a dificuldade de transporte,
excrecdo rapida pelo figado ou rins e baixa seletividade, podem também dificultar sua
utilizacdo em terapéutica (Fear et al., 2007). Estes fatores tém impulsionado a realizacdo de
estudos que visam desenvolver analogos de peptideos biologicamente ativos com
propriedades fisicas e quimicas capazes de aumentar 0s seus potencias de acdo, além de
alterar suas estabilidades frente a proteases (Machado et al., 2004).

Alguns peptideos assumem suas conformacBes ativas a medida que séo
biossintetizados e liberados dos ribossomos ou mesmo, em alguns casos, com o auxilio de
chaperonas (Ellis, 1994). Entretanto, a maioria dos peptideos biologicamente ativos apresenta
grande flexibilidade conformacional em solugdes aquosas, assumindo suas conformacdes
ativas somente quando em presenca de seus receptores (Schwizer, 1995). Nesse sentido, a
flexibilidade conformacional € uma vantagem, mas ao mesmo tempo pode ser considerada um

fator limitante de sua atividade.
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Esta flexibilidade esta ligada as possibilidades de rotacdo das ligacdes simples de cada
residuo de aminoécido da cadeia peptidica. A restricdo conformacional pode ser utilizada em
estudos de relacdo estrutura-atividade e a fixacdo de uma, ou varias zonas do ligante,
minimiza o numero de conformagfes da sequéncia peptidica, limitando o grau de liberdade
dos angulos de torsdo ¢ e y. Essa diminuicdo do nimero de conformacGes pode ser obtida
pela ciclizacdo entre os residuos (Kiyota, 2000). Outra alternativa é a incorporacdo de
restritores conformacionais, tais como ligacbes duplas, substituicdo dos constituintes da
seqliéncia peptidica por outros aminoacidos, ou ainda a coordenacdo com metais (Kato et al.,
2009). A otimizagdo dessas caracteristicas fortalece a possibilidade do uso terapéutico de
peptideos biologicamente ativos, podendo melhorar sua biodisponibilidade e suas
caracteristicas farmacodindmicas. Desse modo, o desenho e a sintese de peptideos
modificados apresentam-se como uma ferramenta poderosa para o aperfeicoamento de
inibidores naturais.

Dentro desse contexto, a coordenacdo com metais se mostra uma interessante
alternativa para a estabilizacdo de peptideos sintéticos, com base no fato que ions metalicos
sdo quelados por ligantes organicos ou inorganicos através de interacfes freqlientemente
fortes, seletivas e reversiveis (Winge, 2007). Além disso, complexos metal-ligantes abrangem
uma variedade de geometrias de coordenacdo que Ihes ddo formas Unicas, em comparagao
com outras moléculas organicas, bem como propriedades termodindmicas e cinéticas
particulares (Haas & Franz, 2009). Essa interacdo metal-ligante propicia que ions metalicos
auxiliem na estabilizacdo estrutural de proteinas e acidos nucleicos, entre outras funcGes
importantes, sendo muitas dessas desempenhadas pelo fon Zn**.

O zinco é um dos mais abundantes metais de transi¢cdo, podendo desempenhar papel
estrutural, regulatorio ou catalitico em proteinas. O Zn (I1) estabiliza dominios proteicos,
sendo considerado um analogo inorganico das pontes dissulfeto no ambiente redutor do
citosol (Giedroc et al., 1986). Evidéncias sugerem que complexos de Zn (Il) estrutural
tetratiolados (S4) em proteinas podem também desempenhar papel regulador através de
oxidacao reversivel dos residuos de cisteina coordenados e deslocamento do Zn (I1) ligado
(Ma et al., 2009).

Vérias proteinas que interagem com zinco estdo envolvidas na replicacdo do DNA,
glicolise, regulacdo do pH e na biossintese de aminoacidos (Riccardi et al., 2008). Assim,

como discutido acima, a estrutura de pequenos dominios proteicos € geralmente estabilizada
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pela formacdo de pontes dissulfeto ou pela interagdo com ions metalicos, sendo mais comum,
a interacdo com o zinco. A ligacdo deste metal aumenta a estabilidade térmica e
conformacional destes pequenos dominios, sem envolvé-lo diretamente na fungéo. Entre tais
dominios, o mais bem estudado ¢ o motivo denominado dedo de zinco (Klug & Schwabe,
1995).

1.5. Proteinas com motivos do tipo dedo de zinco

Primeiramente identificadas no fator de transcricédo I11A de Xenopus Laevis (Miller et
al., 1985), as proteinas com motivos do tipo dedo de zinco estdo entre as mais abundantes nos
genomas eucarioticos (Laity et al., 2001). Tais proteinas apareceram durante a evolucdo dos
eucariotos, possivelmente como forma de regulacdo da homeostase intracelular de zinco
(Berg & Sun, 1996). Além disso, analises gendmicas mostram que a proporcao de seqiéncias
de proteinas com dedo de zinco codificadas aumenta com a complexidade do genoma. Em
humanos, as estimativas mais recentes propdem que cerca de 3% dos genes codifiquem esse
tipo de proteinas (Mackay & Crossley, 1998; Lander et al., 2001).

O motivo peptidico dedo de zinco compreende uma estrutura terciaria estabilizada
pela coordenacdo com o fon Zn®* (Klug & Schwabe, 1995), o qual pode interagir com
diferentes combinacdes de grupos tiol de residuos de cisteina e grupos imidazol de residuos
de histidina. Em sua estrutura natural, os motivos dedo de zinco apresentam como ligantes
duas cisteinas e duas histidinas (C2H2), trés cisteinas e uma histidina (C3H) ou apenas
cisteinas (C4) (luchi, 2001). Independente dos residuos presentes no sitio de coordenacéo,
todos os tipos de motivos dedo de zinco apresentam geometria tetraédrica e ha no minimo
dois grupos —SH coordenados com o Zn(l11).

Depois da descoberta e caracterizacdo do motivo C2H2, varias outras classes de
dominios ligantes de zinco foram descritos e o termo dedo de zinco passou a ser empregado
para designar qualquer motivo proteico que liga um ou mais ions zinco. Embora
originalmente classificadas de acordo com a identidade e geometria dos ligantes de zinco
(Mackay & Crossley, 1998), o crescente numero de proteinas descobertas sugere que a
classificacdo deva ser baseada em propriedades estruturais. Usando esse método, as classes de
proteinas dedo de zinco sdo agrupadas em oito tipos diferentes de acordo com sua

conformacéo (Krishna et al., 2003). No entanto, a maioria dos dedos de zinco pertence a dois
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padrdes de dobramento estrutural: o classico C2H2-simile e o clave de sol (Figura 4).
(Grishin, 2001; Krishna et al., 2003).

O grupo C2H2 é caracterizado pela sequencia consenso (F/Y)-X-C-X2-5-C-X3-(F/Y)-
X5-¥-X2-H-X3-4-H, onde X € qualquer residuo de aminoécido e ¥ é qualquer residuo
hidrofobico (Sugiura, 2001). O dedo de zinco C2H2 configura uma estrutura globular
compacta que contém uma folha B e uma hélice-a mantidas unidas pelo ion Zn central, de
modo que as duas cisteinas localizam-se na regido folha B, e as duas histidinas na regido -
helice (luchi, 2001).

Todas as proteinas com motivos dedo de zinco se ligam aos ions zinco de maneira
estrutural ao invés de emprega-los em processos cataliticos (Matthews & Sunde, 2002).
Assim, a estabilidade conformacional conferida por esse motivo propicia a interacdo entre
diferentes dominios proteicos e demais biomoléculas como &cidos nucléicos, proteinas,
ligacdo com lipidios e seu envolvimento como co-fatores em processos enzimaticos (Morking
etal., 2012).

C/ ‘ 5
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Figura 4: Classificacdo estrutural dos motivos dedos de zinco. As estruturas sdo agrupadas em oito grupos
baseados nas propriedades estruturais ao redor do sitio de ligagéo ao zinco, sendo trés as mais comuns: C2H2-

simile (esquerda), clave de sol (centro) e fita de zinco (direita). Adaptado de Krishna et al., 2003.

A interacdo do tipo proteina-DNA, envolve os dominios dos grupos C2H2-simile e
clava de sol, e ¢ realizada pela cadeia lateral dos residuos de aminoacidos das a-hélices, que
se ligam a molécula de DNA. Interacdes adicionais com o esqueleto de fosfato e entre os
dedos de zinco adjacentes, contribuem para a afinidade (Alberts et al., 1998). Cada dedo de
zinco se liga de maneira antiparalela a um sitio de trés bases no sulco maior do DNA (luchi,

2001). As interacGes sdo realizadas por aminodcidos presentes nas a-hélices e loops dos
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dedos, envolvendo principalmente os aminoacidos -1, 2, 3, e 6, numerados de acordo com o0
inicio de cada a-hélice (Figura 5) (Elrod-Erickson et al., 1998).

Dedos de zinco do tipo C2H2 também podem mediar ligacBes proteina-proteina
(Mackay & Crossley, 1998), por meio da interagdo com classes de dedos de zinco ou outros
motivos proteicos (Matthews & Sunde, 2002). Como exemplo, a proteina REST (fator de
silenciamento da transcricdo do elemento repressor 1) liga-se especificamente a proteina co-
rrepressora COREST por meio de um dedo de zinco C,H, (Andres et al., 1999). A proteina
WT1 (tumor de Wilms 1) também faz uso de um motivo dedo de zinco cléssico para interagir
com diferentes classes de proteinas, entre as quais estd a p53 (Lee & Haber, 2001). Além
disso, dominios proteicos contendo dois motivos dedos de zinco foram encontrados em varias

proteinas e interagem diretamente com a proteina quinase C (PKC) (Kuroda et al., 1996).
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Figura 5: Esquema das interacdes entre aminoécidos e bases no DNA no reconhecimento de um sitio de ligagéo

por uma proteina com motivos dedos de zinco.

O estudo da estrutura desses motivos poderia facilitar o entendimento sobre as
interacdes proteina-proteina mediadas por dedos de zinco. No entanto, entre os motivos C2H2
envolvidos nesses processos, poucos sao 0s que tém sua estrutura resolvida e nenhuma dessas
mostra o dedo de zinco mediando a interacdo proteina-proteina. Exemplos incluem o dominio
de transativacdo de ATF-2 e o dominio de dimerizacdo do fator de transcricdo Eos, todos

contendo apenas um motivo C2H2 (Figura 6) (Westman et al., 2004).
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Figura 6: Comparagdo estrutural do motivo dedo de zinco em Eos com o motivo dedo de zinco de uma ligagdo
ao DNA. As estruturas dos dois conformeros EosC2’ (azul) e EosC2” (amarelo), referentes ao segundo C-
terminal do dedo de zinco C2H2 sdo mostradas superpostas ao dedo de zinco da MBP-1 (branco). As cadeias
laterais dos residuos ligadores de zinco sdo mostradas em bolas e linhas em azul escuro (para EosC2’), vermelho
(para EosC2”) e branco (para MBP-1). O ion zinco é mostrado como esfera colorida. Adaptada de Westman et
al., 2004.

A analise dessas estruturas permite inferir que o dobramento desses dedos de zinco
C2H2 se assemelha a estrutura Bpa tipica dos dedos de zinco que se ligam ao DNA. Desse
modo, as propriedades que determinam a afinidade de alguns dedos de zinco por proteinas
seriam a mudanca em alguns residuos do dominio e a distribuicdo de carga na superficie
desse, a qual € positiva no caso dos dedo de zinco que interagem com a cadeia de fosfato do
DNA e negativa ou neutra para aqueles com afinidade por proteinas. Essa variacdo da carga
(entre neutra e negativa) sugere maior complexidade para as interacbes dedo de zinco-

proteina, do que para as interacdes dedo de zinco-DNA (Westman et al., 2004).

1.6. Angiogénese

Novos vasos sanguineos sdo formados quando células endoteliais e musculares lisas -
que formam o revestimento interno e externo dos vasos - crescem em resposta a fatores ou
sinais especificos (Auerbach et al., 2003). A angiogénese, ou neovascularizacdo, é um
processo complexo que envolve ativacdo, adesdo, proliferacdo e transmigracdo de células
endoteliais, levando a formacdo de novos vasos a partir de vasos pré-existentes (Figura 7)

(Risau, 1997). As células endoteliais devem primeiro escapar da sua localizacdo estavel
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através da ruptura da membrana basal e migrar em direcdo a um estimulo angiogénico, tal
como o que pode ser liberado a partir de células tumorais, linfécitos ativados, ou macréfagos
associados a feridas (Carmeliet, 2000).

Dentro desse contexto, existe ainda a vasculogénese, processo no qual os precursores
das celulas endoteliais, denominados angioblastos, surgem no mesoderma da vesicula
vitelinica e organizam-se em agregados celulares ou ilhotas sanguineas, diferenciando-se em
uma rede vascular primordial. Posteriormente, durante a angiogénese, ocorre uma
remodelagem da vascularizagcdo primaria e novos capilares surgem a partir dos vasos
primordiais, organizando uma rede vascular estvel e complexa, com vasos sanguineos de
tamanhos diferentes (Tobelem, 1990).

Podem ser descritos dois mecanismos distintos de angiogénese: brotamento (Risau,
1997) e intussuscepgdo (Patan et al., 1996). A angiogénese por brotamento consiste na
proliferacdo das celulas endoteliais e formacdo de um broto de células endoteliais conectado
ao vaso de origem. A intussuscepcao refere-se ao processo pelo qual um unico capilar divide-
se longitudinalmente em dois pela formagdo de um septo (Figura 7).

A angiogénese é um evento essencial para o desenvolvimento normal dos tecidos e
homeostase do organismo (Folkman, 2007). Em circunstancias normais, a formacao de novos
vasos sanguineos ocorre durante processos inflamatérios e outros fendmenos fisiologicos
como a cicatrizacdo de feridas, a regeneracdo de 0rgdos, e no sistema reprodutor feminino,
durante a maturacdo do foliculo ovariano, formacdo do corpo luteo e regeneracdo do
endométrio apos o ciclo menstrual. Em tais situacdes, esse processo € mantido por um
equilibrio entre fatores prdé-angiogénicos e anti-angiogénicos, garantindo que a
neovascularizagdo ocorra de maneira regulada. Os vasos sanguineos sdo quiescentes e as
células secretam geralmente baixos niveis de indutores e niveis elevados de inibidores
(Karamysheva, 2008).

Por outro lado, na angiogénese patologica, o desequilibrio entre os fatores
angiogénicos provoca uma multiplicacdo descontrolada que culmina com a formacéo de vasos
sanguineos estruturalmente e funcionalmente desordenados (Hasina & Lingen, 2001). Essa
angiogénese desregulada € um fator importante em varios processos patoldgicos, como no
crescimento e metastase de tumores, na artrite reumatoide, retinopatia diabética, obesidade,

aterosclerose, isquemia e osteoporose (Hoeben et al., 2004).
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Os mecanismos de inibicdo da angiogénese in vivo ainda ndo foram completamente
elucidados, mas podem envolver apoptose celular, inibi¢cdo da sinalizacdo dos receptores dos
fatores de crescimento ou da expressdo e/ou ativagdo das metaloproteinases (Benelli et al.,
2002). Os fatores angiogénicos comumente encontrados nas neoplasias malignas séo o fator
de crescimento endotelial vascular (VEGF) e o fator de crescimento do fibroblasto basico
(bFGF) (Karamysheva, 2008).

Entre os fatores angiostaticos, enconta-se a trombospondina-1, que inibi a proliferacéo
e a migracdo das células endoteliais, sendo sua expressdo negativamente regulada na
tumorogénese (Tsuztnski & Nicosia, 1996). Dois outros inibidores naturais sdo a angiostatina
e endostatina, produzidos pelas proprias células tumorais e gerados por protedlise de
precursores circulantes inativos de plasminogénio e colageno XVIII, respectivamente (Poon et
al., 2003).
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Figura 7: Etapas da angiogénese. O esquema mostra os tipos de angiogénese: brotamento, o mais frequente,
intussuscep¢do e pontes trans-endoteliais, € o recrutamento de células progenitoras (EPCs) da medula dssea.
Retirado de Risau (1997).
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1.6.1. Angiogénese no cancer

O conceito de que o crescimento de tumores e metastases é dependente do
desenvolvimento de novos vasos sanguineos foi formulado por Folkman e colaboradores na
década de 70 (Folkman, 1990). A vasculatura insuficiente no sitio tumoral cria um ambiente
de hipdxia que induz a expressdo génica levando a angiogénese, a qual é responsavel pela
efusdo de oxigénio e nutrientes, e remoc¢do de metabdlitos tdxicos das células neoplésicas em
proliferacdo. Além disso, estabelece condi¢fes favoraveis para a disseminacdo metastatica, ja
que a medida que ocorre a expansao da vascularizacdo, observa-se um aumento da superficie
para o escape de células tumorais para a circulacdo (Karamysheva, 2008).

Durante a progressao tumoral, as mudancas ambientais e genéticas induzem uma
"troca angiogénica” com uma regulacdo positiva de fatores angiogénicos ou baixa regulacéo
de inibidores (Poon et al., 2003). Sinais fisioldégicos que podem desencadear a angiogénese
incluem a hipdxia, mudanca no pH, estresse metabdlico e citocinas derivadas de resposta
inflamatdria (Auerbach et al., 2003). Esse fendmeno demarca dois estagios do crescimento
tumoral: a fase pré-vascular - relacionada a um crescimento tumoral lento, com pouca ou
nenhuma metastase - e a fase vascular, na qual o tumor tem um crescimento rapido e grande
potencial metastatico, sendo geralmente sintomatico e clinicamente detectavel (Folkman,
1995).

Desse modo, a angiogénese € um alvo potencial para a quimioterapia anti-cancer.
Estudos recentes indicam que as proteases participam de praticamente todos 0s passos do

crescimento tumoral, inclusive do processo metastatico (Nyberg et al., 2006).

1.6.2. Avaliacdo da atividade angiogénica

A regulacdo da angiogénese pode ter muitas aplicacdes clinicas e na pesquisa. Por
exemplo, a regulacdo negativa da angiogénese seria vantajosa durante periodos de
crescimento neoplasico e inflamacgéo crénica (Schweigerer & Fotsis, 1992); por outro lado,
uma regulacdo positiva seria importante para facilitar o estabelecimento de transplantes e na
regeneracao tecidual (Arnold & West, 1991).

Ensaios de angiogénese sdo usados para testar a eficacia de agentes pro- e anti-

angiogénicos, baseados em varios modelos in vitro e in vivo. Existem varios métodos em uso:
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ensaios de neovascularizagdo da cdrnea, ensaio in vivo e in vitro da membrana corioalantdica
de galinha (CAM - corioalantoic membrane assay), € um grupo de ensaios que usam
implantes de esponjas contendo células ou substancias a serem testadas, 0s quais
correspondem a uma angiogénese inflamatoria. Os ensaios in vitro englobam avaliacdo da
proliferacdo, migracdo e formacdo de tubo (realizados em cultura de células) e de anel adrtico
(cultura de 6rgaos) (Auerbach et al., 2003).

O ensaio com a membrana corioalantéide de galinha (CAM) in vivo é um dos testes
mais utilizados, em parte, devido ao seu baixo custo, facilidade e simplicidade de execucao,
prestando-se como triagem de larga escala (Auerbach et al., 2003).

A membrana corioalantdica embrionaria de galinha é uma membrana extra-
embrionéaria formada por uma fusdo da mesoderme com a ecdoterme coribnica, que se
encontra abaixo da membrana da casca, no quarto dia do desenvolvimento embrionario
(Hamilton, 1965). Sua expansdo progressiva, que inclui a angiogénese microvascular, atende
as exigéncias de oxigénio do embrido em desenvolvimento, mediando as trocas gasosas com o
ambiente extraembrionario até o momento da eclosdo. Tal expansdo da microcirculacdo é
caracterizada pela proliferacdo de células endoteliais, sendo temporalmente correlacionada
com a expressdo de FGF no fluido corioalantoico. Devido a este fato, a CAM tem uma rede
capilar muito espessa, que forma uma superficie continua em contato direto com a casca.
Durante o periodo normal de incubacdo de 21 dias de embrides de galinha, ocorre um
aumento na taxa de angiogénese na membrana durante o décimo dia, quando o indice mit6tico
entdo declina rapidamente, e o sistema vascular atinge a sua disposicao final ao décimo oitavo
dia, bem antes da eclosdo (Missirlis et al., 1990).

A principal desvantagem do ensaio da CAM ¢é que ela ja contém uma rede vascular
bem desenvolvida e por si s6 sofre mudancas rapidas tanto em sua morfologia quanto na
velocidade da proliferacdo de células endoteliais durante o desenvolvimento embrionario.
Além disso, 0s ensaios sdo executados em aves, podendo limitar o aproveitamento integral
desses resultados em mamiferos. No entanto, 0 modelo é considerado valido pela literatura
contemporanea para testes acerca da atividade angiogénica de diversas substancias como
esterdides, heparina, anti-cancerigenos e antagonistas de moléculas de adesdo, sendo

crescentes os trabalhos publicados nessa area (Katrancioglu et al., 2012).
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2. JUSTIFICATIVA

Considerando que os inibidores de protease do tipo Bowman Birk (BBI) representam
uma importante alternativa na prevencdo do céancer induzido quimicamente e por radiacéo,
tornam-se relevantes estudos que utilizem diferentes formas desses inibidores. Além disso,
por ser uma doenca de cardter multifatorial, o desenvolvimento do céancer estd ligado a
desregulacdo de diversos processos fisiologicos, como expressdo e atividade de serino-
proteases e angiogénese.

Muitos trabalhos mostram que a atividade anti-carcinogénica do BBI — bem como suas
alcas inibitorias isoladas — esta ligada a modulacdo da atividade proteasica, em especial das
enzimas tripsina, quimotripsina e do proteassoma (Clemente et al., 2011). Apesar de suas
propriedades, o uso desses inibidores € restringido por sua estabilidade e biodisponibilidade
limitadas. Para contornar esse fato, varios estudos buscam métodos para a estabilizacdo desses
inibidores e de seus derivados, visando aumentar o potencial de aplicacéo clinica desses.

Desse modo, esse trabalho propde a construgéo, por meio de sintese quimica, das al¢as
inibitérias do BBI estabilizadas por motivos dedo de zinco. A técnica empregada para a
producdo dos inibidores é amplamente utilizada para a sintese de polipeptideos pequenos e
permite ndo sO a otimizacdo das caracteristicas das moléculas estudadas — através de mutacoes
pontuais na sequéncia de residuos — como também a fusdo de diferentes sequéncias de
aminoacidos. Com isso, a unido das propriedades bioativas do BBI a estabilidade esperada
por motivos dedo de zinco pode dar origem a inibidores com maior estabilidade para testes
em modelos biolégicos, como a regulacdo da angiogénese e da atividade inibitéria sobre

proteases fisiologicamente importantes.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Sintetizar peptideos baseados nas cabecas inibitérias do tipo Bowman-Birk,
estabilizados por motivos dedo de zinco, e avaliar a atividade desses na regulagdo da
angiogénese.

3.2. Objetivos especificos

1. Sintetizar e purificar peptideos analogos as cabecas inibitdrias antitripsina e

antiquimotripsina do inibidor Bowman-Birk;

2. Sintetizar e purificar peptideos correspondentes a estes dois dominios inibitérios com

sequencia modificada para conter sitios de coordenagdo com o ion zinco;

3. Avaliar a atividade inibitoria sobre tripsina e quimotripsina e estabilidade dos

inibidores quando complexados com Zn **;

4. Avaliar a capacidade dos peptideos sintéticos quanto a inibicdo do proteassoma de
Ratos Wistar;

5. Analisar o efeito angiogénico dos inibidores em membrana corioalantoica de Gallus

gallus domesticus.
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4. MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Ouro Preto e catalogado sob o protocolo n® 2012/50.

Para realizagcdo dos ensaios foram utilizados concentrados de BBI de soja (BBI-E),
produzidos em nosso laboratério conforme a metodologia proposta por Yavelow et al.(1985) e
BBI purificado por coluna de afinidade de tripsina (BBI-PA).

4.1. Sintese dos inibidores peptidicos

Os inibidores peptidicos de tripsina e quimotripsina derivados do BBI (Tabela 1)
foram sintetizados manualmente sob a forma soltvel, utilizando-se o protocolo de sintese em
fase solida estabelecido por Merrifield (1963), com algumas modificagcbes. O processo
adotado neste trabalho utiliza 0 grupamento base-labil Fmoc como protetor dos grupos a-
amino, e derivados t-butilicos (t-Bu) para a protecdo das cadeias laterais de residuos de
aminodcidos trifuncionais. A resina empregada para o acoplamento dos aminoacidos foi a
Rink Amide Resin HL (Merck, Alemanha) a 0,78 mmol/g, da qual se utilizou a quantidade

necessaria para um rendimento de 40 pumoles de peptideo por sintese.

Tabela 1: Peptideos sintéticos baseados nas cabecas inibitorias do BBI, suas respectivas
nomenclaturas e sequéncias. Os residuos envolvidos na coordenacdo com 0 zinco Sao

mostrados em vermelho.

Peptideo Nomenclatura Sequéncia

Cabeca inibitdria de tripsina YCT-trip YCTKSIPPQCG

Cab. Inib. Trip.com dedo de zinco classico CPI-trip CPICTKSIPPQHLELRHY
Cab. Inib. Trip.com dedo de zinco HPI-trip HPICTKSIPPQHLELRHY
Cabeca inibitdria de quimotripsina YCA-quimo YCALSYPAQCG

Cab. Inib. Quimo.com dedo de zinco classico CPI-quimo CPICALSYPAQHLELRHY
Cab. Inib. Quimo.com dedo de zinco HPI-quimo HPICALSYPAQHLELRHY
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4.1.1. Ativacao da resina

Antes da ligacdo do primeiro derivado de aminoacido, 40 pmoles de resina (52 mg)
foram colocados em um tubo de sintese ao qual foi adicionada dimetilformamida (DMF)
suficiente para cobrir toda a resina, permanecendo sob agitacdo constante por trés horas a
37°C. Para a liberagcdo do seu grupamento Fmoc, a resina foi coberta com 3 mL de 4-
metilpiperidina 20% (v/v) em DMF e lavada trés vezes, por 20 minutos cada, sob agitagéo
continua a temperatura de 37°C. Em seguida, a resina foi lavada trés vezes alternadamente
com metanol e DMF, utilizando-se 2 mL de cada solvente por lavagem. Todas as lavagens

foram realizadas com auxilio de uma bomba de vacuo.

4.1.2. Ativacao e adicdo dos aminoacidos a serem acoplados

Na etapa de acoplamento de cada amino&cido, foi empregado um excesso molar de
quatro vezes (160 pmoles), em relacdo a quantidade de resina inicial, tanto para o Fmoc-
aminoacido quanto para os agentes de condensacdo. Os aminoacidos sdo ligados pelo seu
grupamento carboxila ao grupamento amino da resina, formando uma ligagdo peptidica. O
primeiro aminoacido foi adicionado ao tubo de sintese em um volume de 2 mL de DMF,
acrescido de 25uL de diisopropilcabodiimida (DIPC) e 23 mg de acetato de etil 2-ciano-2-
(hydroxiimino) (oxyma pure). O DIPC e a oxyma pure Sao reagentes que permitem a ativacao
da funcéo carboxilica dos aminoacidos Fmoc. Apos 2 horas de agitacdo a 37°C, todo o liquido
do tubo de sintese foi retirado, sendo entdo submetida a uma acetilacdo preventiva. A
acetilacdo impede a continuacdo do crescimento das cadeias que ndo reagiram com O
aminoacido a ser incorporado, e que, consequentemente, se mantém com 0 grupo amino-
terminal livre. Dessa forma, 50 pL de uma solucdo 1:1 de DIPC e anidrido acético foram
adicionados em 1 mL de DMF ao tubo de sintese, permanecendo sob agitacdo a 37°C por 30
minutos. Ao fim desta etapa, a resina foi lavada trés vezes alternadamente com metanol e
DMF. A desprotegdo dos grupos a-aminicos (remog¢do do grupo Fmoc), ap0s a incorporacao
de cada aminoacido, foi realizada lavando-se a resina com 3 mL de uma solucdo de 4-
metilpiperidina 20% (v/v) em DMF, por trés vezes de 10 minutos cada, com agitacdo continua
a 37°C. Os demais aminoacidos foram processados conforme descrito para o acoplamento do

primeiro aminocido.
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4.1.3. Clivagem do peptideo

Apo6s o término dos ciclos de acoplamento, o Gltimo grupamento Fmoc foi eliminado
com 4-metilpiperidina 20% em DMF, como descrito previamente, e a resina lavada por quatro
vezes, durante cinco minutos, com 3 mL de diclorometano (DCM). A clivagem final, para
dissociacdo do peptideo da resina, e a desprotecdo das cadeias laterais foram efetuadas pelo
tratamento das respectivas peptidil-resinas com 5mL de solucdo de clivagem contendo 95%
de TFA. Para os peptideos contendo cisteina, a solugdo de clivagem continha 2,5% de B-
mercaptoetanol, a fim de se evitar a formacdo de pontes dissulfeto. O tubo de reacéo
permaneceu sob agitacdo por quatro horas. A solucdo contendo os peptideos foi coletada,
transferida para tubos de ensaio e os produtos de sintese precipitados com 50 mL de éter
etilico, permanecendo em repouso overnight a 4°C. Posteriormente, os precipitados foram
lavados com éter etilico e centrifugados por trés vezes a 1.500 g por 5 minutos. Na ultima
etapa, o sobrenadante foi desprezado e o peptideo ressuspendido em 3 mL de 4gua milli-Q. Os
peptideos correspondentes as cabecas inibitdrias tradicionais foram submetidos ao processo
de ciclizacdo, enquanto aqueles contendo residuos destinados a coordenagdo com o ion zinco

foram reduzidos para prevenir a formacao de pontes dissulfeto.

4.1.4. Ciclizagédo dos peptideos

Para os peptideos correspondentes as cabecas de inibicdo de tripsina e quimotripsina,
foi utilizado o processo de ciclizacdo que permite a oxidacdo e consequente formacdo de
pontes dissulfeto entre as cadeias laterais de cisteinas. Os peptideos liofilizados foram
dissolvidos em 50 mL de tampdo acetato de amdnio 50 mM, pH 7.4, contendo 16% de
dimetilsulféxido (DMSO). Os tubos contendo as solucdes foram mantidos sob agitacdo por 48
horas na auséncia de luz e novamente submetidos ao processo de liofilizacdo. Os peptideos
foram purificados em sistema de HPLC (High Performance Liquid Chromatography) e
caracterizados em espectrébmetro de massas LCMS-IT-TOF com ionizacdo do tipo

electrospray.
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4.1.5. Reacdo de reducéo e prevencgado de formacéo de pontes dissulfeto

Depois de liofilizados, os peptideos com o motivo dedo de zinco foram transferidos
para frascos apropriados e incubados com um excesso molar de DTT (8 vezes) a 55°C por 2
horas em tampdo Tris.HCI 10 mM, pH 7,2. Passado o periodo de incubagdo o pH da solugédo
foi ajustado para 2,0, sob atmosfera de nitrogénio, utilizando uma solucéo de TFA 0,1%, e as
amostras novamente liofilizadas. Este procedimento teve como objetivo quebrar e/ou evitar a
formacdo de pontes dissulfeto que podem ocorrer inter ou intra-cadeias, 0 que impediria a
coordenacdo adequada entre os residuos de cisteina e o ion zinco. Para realizacdo dos ensaios
posteriores, 0 excesso de DTT foi eliminado durante o processo de purificacdo dos
fragmentos sintetizados, empregando cromatografia de exclusdo molecular em resina G-15
(Pharmacia LKB Biotechnology) de dimensdes 1,0 cm x 15,0 cm equilibrada previamente
com tampdo Tris.HCI 10 mM, pH 7,2. Foram recolhidas manualmente 50 fra¢6es de 500 pL

cada, utilizando-se 0 mesmo tampéo de equilibrio como eluente.

4.1.6. Purificacdo dos peptideos por cromatografia liquida em fase reversa em
sistema HPLC

Os peptideos sintetizados em fase solida foram submetidos a cromatografia de fase
reversa para a analise de sua pureza. As cromatografias foram realizadas em coluna C18 (250
mm x 10 mm) (Lichrocart 250-10 Purospher-Shimadzu®), em sistema HPLC Shimadzu®. A
coluna foi previamente equilibrada com uma solucdo de agua mili-Q e TFA 0,1%. Aliquotas
de todos os peptideos (20 uL) foram eluidas em um gradiente de acetonitrila (ACN) variando
de 25 a 60% em TFA 0,1% durante 30 minutos com uma vazdo de 1 mL/minuto,
monitorando-se a eluicdo a 280nm. Apos a purificacdo, os peptideos foram caracterizados e

identificados por espectrometria de massas.

30



Ferreira, C. S. Materiais e Métodos

4.1.7. Caracterizacdo dos peptideos por espectrometria de massas LCMS-IT-TOF

electrospray

Os peptideos purificados foram analisados por espectrometro de massas LCMS-IT-
TOF (Liquid Chromatography lon Trap Time Of Flight), que opera por ioniza¢do do tipo
electrospray (Shimadzu®). O equipamento foi calibrado utilizando trifluoroacetato de sodio.
A voltagem capilar foi de 4500 V no modo positivo de ionizagdo, com tempo de acumulagao
de 10 ms. As amostras foram aplicadas através de injecdes diretas de aliquotas de 5 pL. Os
espectros obtidos foram comparados com as massas moleculares preditas pelo software
ExPASy — Compute PI/Mw tool (disponivel em http://web.expasy.org/compute_pi/).

4.1.8. Determinacéao das solugdes estoque de peptideo

Apos a constatagdo da pureza, cada solucdo contendo 0s peptideos (que possuem
residuos de tirosina em suas sequéncias) foi padronizada para a obtencdo de dados
experimentais. Foi empregado o método de Edelhoch (1967) para determinacéo teorica do

coeficiente de extingdo molar (¢) em A 280 nm. Assim, tem-se:

- Método de Edelhoch para determinagdo da € de peptideos e proteinas:
g (L.mol -1 .cm-1) = (n® de Trp).(5700 M cm™) + (n° de Tyr).(1280 M™*cm™) + (n°
de Cys).(125 M cm™)
O valor de € ¢ aplicado na equacdo de Lambert-Beer para determinacdo da

concentracdo da amostra:

- Equacdo de Lambert-Beer: A =¢.b.c
onde ‘A’ é a absorbancia da solucdo de peptideos em A 280 nm, ‘€’ é a
absortividade molar calculada pelo método de Edelhoch (L.mol-1.cm-1), ‘b’ é o caminho

optico (1 cm) e ‘c’ a concentracdo (mol.L-1).
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4.2. Determinacao de grupos sulfidrila livres nos peptideos com motivo dedo de

zinco.

Para garantir que ocorra a coordenacdo entre os peptideos e o ion zinco, é necessario
confirmar que os grupos sulfidrila estejam na forma reduzida. Para tanto, foi utilizado o teste
de Ellman’s (Bulaj et al., 1998) que emprega o acido 5,5’-ditio-bis (2-nitrobenzoico) (DTNB)
como reagente. Inicialmente uma solucéo estoque de DTNB 2mM foi preparada em acetato
de sddio 50 mM pH4,0 e armazenada em refrigerador.

Para a determinacdo dos grupos sulfidrila livres foi construida uma curva de calibracao
empregando L-cisteina em tampéo Tris-HCI 10 mM, pH 7,2, partindo-se da concentracao de
1 mM até 15 mM. Uma aliquota de 10 pL de cada uma das solucGes padrdo de L-cisteina foi
adicionada a 990 pL de uma solucdo de DTNB (50 pL da solucdo estoque de DTNB, 100 pL
de tampéo Tris.HCI 1 M, pH 8,0 e 840 uL de agua deionizada) e incubada por 5 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida as amostras foram transferidas para cubetas de quartzo,
para leituras de absorbancia a 412 nm em espectrofotémetro UV-Vis Shimadzu® duplo feixe,
utilizando como branco uma solugdo em que a amostra era omitida. Para os ensaios de cada
uma das amostras peptidicas empregou-se 0 mesmo procedimento, utilizando 10 pL de uma

solucéo contendo um dos peptideos, de modo que a concentracéo final variasse de 1 a 5 mM.
4.3. Titulagdo com cobalto (Co*")

A coordenacao dos inibidores peptidicos com ions cobalto foi realizada conforme
descrito por Frankel e colaboradores (1987), através de titulagdo por complexacdo e teve
como finalidade a determinagdo da melhor razdo estequiométrica para a coordenacio do Zn**
com os inibidores peptidicos. Como o fon Zn®*, quando complexado, ndo apresenta alteracdes
nos espectros de absorcao de luz, o fon Co®* foi empregado como sonda espectroscopica. Esse
procedimento permite avaliar a interacdo dos peptideos com ions metalicos, pois a
coordenacdo de ions cobalto aos grupos sulfidrila livres resulta em alteracbes na absorcéo a
310 nm e outros comprimentos de onda.

As amostras liofilizadas foram ressuspendidas em tampao Tris.HCI 10 mM, pH 7,2,
para um volume final de 300 pL. A titulacdo foi realizada adicionando-se aliquotas de uma

solucdo de cloreto de cobalto na solucdo contendo um dos peptideos até se observar a
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mudanca no espectro e atingir a estequiometria desejada. A concentragdo da solucdo estoque
de CoCl, variou entre os ensaios e foi definida com base na concentragdo e no nimero de
residuos de cisteina dos peptideos a serem titulados. Como branco foi utilizado o mesmo
tampao empregado no preparo das amostras.

Os espectros de absor¢do foram tragados na faixa de 250 a 800 nm, utilizando cubetas

de quartzo com 1 cm de caminho Optico.

4.4. Ensaios de competicdo com Zn?*

Para verificar a complexacdo entre o ion zinco e os inibidores peptidicos, a solugédo
recém titulada com cobalto foram adicionadas aliquotas de uma solucdo de ZnCl, de
concentracdo equivalente a de CoCl,. Os espectros foram tracados nas mesmas condi¢cdes
citadas acima, até serem observadas mudancas nos espectros em relacdo aqueles obtidos com

a titulacéo do ion cobalto.

4.5. Ensaios Enzimaticos

4.5.1. Atividade initdria anti-tripsina bovina

A determinacéo da atividade tripsinica foi feita de acordo com Erlanger et al., (1961).
O substrato cromogénico usado foi o cloridrato de N-a-benzoil-p_-arginil-p-nitroanilida (p-
BApNA), que foi preparado dissolvendo-se 196 mg do composto em 5 mL de
dimetilsulfoxido (DMSO) para obter a concentracdo de 9 x 10 M. Essa solucéo estoque foi
mantida no congelador e diluida para a concentracdo de 9 x 10 M, no momento do uso, com
tampao Tris-HCI 0,1 M pH8,1 contendo CaCl, 20 mM.

Os tubos teste foram constituidos dos seguintes reagentes: p -BApNA 200 uL, tripsina
20 pL a uma concentragdo de 0,05 mg/mL e 20 uL dos inibidores, previamente diluidas em
tampao NH4HCO3 0,01M pH 8,5. O tubo branco foi constituido de 200 uL de substrato e 140
uL de &gua, enquanto que o tubo controle de atividade enzimética continha 200 pL de
substrato, 20 uL de enzima e 20 pL de agua.

Os tubos de reacdo foram homogeneizados em vortex e incubados em banho-maria a

37 °C por aproximadamente 40 minutos. A reacgdo foi paralisada pela adicdo de 250 pL de
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acido acético 60% (v/v) e a atividade enzimética quantificada pela medida da absorbéancia a
410nm. Para obter medidas confiaveis da atividade inibitoria, ou seja, valores de absorbancia
consideravelmente maiores que o ruido do equipamento, as prepara¢des de inibidores foram
previamente diluidas em série para obter inibicdo entre 40 e 60% da atividade da tripsina.
Posteriormente, as percentagens de inibicdo foram multiplicadas pelo fator de dilui¢do para a
determinacdo atividade inibitéria, e divididas pela concentracdo para normalizacdo dos
resultados.

4.5.2. Atividade inibitdria anti-quimotripsina bovina

A determinacdo da atividade quimotripsinica também foi feita de acordo com Erlanger
et al (1961). O substrato usado foi o cloridrato de N-o-benzoil-,-tirosil-p-nitroanilida (.-
BTpNA) que foi preparado dissolvendo-se 182 mg do composto em 5 mL de DMSO para
obter 9 x 10 M. Esta solucdo estoque foi mantida no congelador e diluida no momento do
uso com Tris-HCI 0,1 M pH 8,1 contendo CaCl, 20 mM e DMSO na proporcdo de 80% e
20% respectivamente, para a concentracdo de 9 x 10™ M.

O tubo teste foi constituido dos seguintes reagentes: | -BTpNA 200 uL, quimotripsina
20 pL a uma concentracdo de 0,05 mg/mL e 20 uL dos inibidores, previamente diluidas em
tampao NH4HCO3 0,01 M pH 8,5. O tubo branco foi constituido de 200 uL de substrato e 20
uL de agua, enquanto que o tubo controle da atividade enzimatica continha 200 upL de
substrato, 20 uL de enzima e 20 uL de agua.

Os tubos de reacdo foram homogeneizados e incubados em banho-maria a 37°C por
aproximadamente 40 minutos. Apds esse tempo, foram adicionados 250uL de acido acético
60% (v/v) para paralisar a reacdo. A atividade enzimatica foi quantificada pela medida da

absorbancia a 410nm.

4.5.2.1. Célculo da Atividade Inibitéria (Al):

Fator de diluicdo de uma solucdo de amostra que inibiu entre 40 e 60% as enzimas,
multiplicado pela porcentagem de inibicdo* obtida, normalizada pela concentracdo em

mg/mL.
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* 1 - (AEI/AE) x 100, onde:

AEIl = Absorvancia a 410nm do ensaio de inibicdo da atividade enzimatica
(inibidor + enzima + substrato)

AE = Absorvancia a 410nm do controle do ensaio de atividade enzimatica (enzima +
substrato)

Os valores finais foram transformados em Unidades de Atividade Inibitoria
Normalizada (UAIN).

1 UAIN equivale a 1.000.000 Al.

4.5.3. Taxa de hidrélise enziméatica

Para a determinacgéo da taxa de hidrolise dos inibidores pela tripsina ou quimotripsina,
cada enzima e seus respectivos inibidores foram misturados e incubados a 37°C previamente
aos ensaios de atividade inibitoria. Foi adicionado inibidor suficiente para inibir
aproximadamente 90% da enzima. Foram retiradas aliquotas em tempos crescentes (10, 20,
30, 60, 90, 120, 135 e 180 min) e a taxa de hidrdlise foi determinada analisando-se a retomada
da atividade enzimatica em funcdo do tempo. O experimento foi executado a 37°C em Tris-
HCI 50 mM pH 7,8 contendo CaCl, 10 mM, usando o substrato cromogénico DL-BApNA,

como descrito nos itens 4.5.1 e 4.5.2.

4.5.4. Determinacédo da estabilidade térmica dos inibidores

Para avaliar a termoestabilidade dos inibidores, esses foram incubados em banho-
maria a temperatura de 70°C, retirando-se aliquotas de 20uL em diferentes tempos de
incubacdo (10, 20, 30, 60, 90, 120, 135 e 180 min). Essas aliquotas foram imediatamente
resfriadas em banho de gelo e armazenadas para determinacdo da atividade inibitéria residual
(como descrito nos itens 4.5.1 e 4.5.2), em relacdo ao tempo zero.

4.5.5. Determinacdo da resisténcia dos inibidores ao ambiente redutor

Para verificar a estabilidade dos inibidores em ambiente redutor, esses foram

incubados a 37°C em uma solucdo de ditiotreitol (DTT) 10 M, previamente aos ensaios de
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atividade inibitoria. Foi adicionado inibidor suficiente para inibir aproximadamente 90% da
enzima e foram retiradas aliquotas em tempos crescentes (10, 20, 30, 60, 90, 120, 135 e 180
min), determinando-se e a taxa de hidrélise pela retomada da atividade enziméatica em funcéo

do tempo (como descrito nos itens 4.5.1 e 4.5.2).

4.6. Extracdo de proteinas sollveis

4.6.1. Figado de Ratos Wistar

A extracdo de proteinas de figado foi realizada de acordo com um protocolo
modificado de Abramova et al., 2004. Aproximadamente, 5,0 g de amostras de figado foram
lavados em PBS (tampédo fosfato salino) 0,1 M, pH 7,4, e homogeneizados com tampdo A
(Tris-HCI 30 mM pH 7,5; NaCl 100 mM; DTT 1 mM; EDTA 1 mM; MgCl, 5 mM; glicerol
10%) em tubo Potter por 10 minutos em banho de gelo (100 mg de tecido/mL de tampéao A).
O homogenato foi transferido para tubos de ensaio (1 mL cada) e esses sonicados por 15
segundos, trés vezes a 25 watts, com intervalo de 45 segundos entre cada ciclo (Sonifier 250
Branson). O homegenato foi reunido e centrifugado a 2000 g por 15 minutos para remocao de
debris celulares (centrifuga Sorvall 5C). O sobrenadante contendo a fracdo soluvel foi
novamente centrifugado, desta vez a 46000 g por 140 minutos. A seguir, 0 sobrenadante
resultante foi reunido e submetido a precipitacdo por sulfato de amonio a 40% (20 minutos
para adicdo continua do sal; 20 minutos em repouso; 20 minutos de centrifugacdo a 16000 x g
a 4°C). O precipitado foi descartado e as proteinas presentes no sobrenadante submetidas a
precipitacdo com sulfato de amdnio a 70%, conforme descrito anteriormente. Ao final, o
sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em 3 mL de tampédo B (Tris-HCI
20 mM pH 7,5; NaCl 250 mM; DTT 1 mM; EDTA 1 mM; MgCl, 5 mM,; glicerol 20%).

4.7. Cromatografia de filtracdo molecular em Fractogel® EMD BioSEC (S)
Os extratos de proteinas soluveis, pré-enriquecidos como descrito no item 4.6.1.,
foram submetidos a cromatografia de filtracdo molecular em Fractogel® EMD BioSEC (S). A

coluna utilizada (dimens@es: 60 x 1,5 cm) foi previamente equilibrada em tampdo B (Tris-
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HCI1 20 mM pH 7,5; NaCl 250 mM; DTT 1 mM; EDTA 1 mM; MgCl, 5 mM; glicerol 20%).
As proteinas foram eluidas com um fluxo aproximado de 12 mL/hora e fracbes de 4 mL
recolhidas a cada 20 minutos. O acompanhamento das eluicdes foi realizado em
Espectrofotdmetro UV-Vis Shimadzu® duplo feixe no comprimento de onda de 280 nm.

4.7.1. Identificacéo das fragdes enriquecidas com o proteassoma 20S pela medida
da atividade quimotripsina-simile

Aliquotas de 10 pL das fracGes eluidas dos extratos de figado foram ensaiadas quanto
a atividade peptidasica em trés diferentes condicOes: substrato; substrato e SDS 0,02%;
substrato e MG-132 20 uM. Utilizou-se 0 substrato fluorogénico N-Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-7-
amido-4-metilcumarina (Sigma Aldrich, EUA) para a determinacdo da atividade
quimotripsina-simile. Inicialmente, as aliquotas das fracfes proteicas foram pré-incubadas a
37°C por 15 minutos em tampdo 20S (Tris-HCI 50 mM pH 7,5; DTT 1 mM; MgCl, 5 mM).
Apos o periodo de pré-incubacédo, o substrato foi adicionado para uma concentracéo final de
25 uM em um volume reacional de 125 pL. A reacdo permaneceu incubada por mais 1 hora,
sendo interrompida pela adicdo de 2 mL de SDS 1%. Realizou-se a deteccdo fluorimétrica em
espectrofluorimetro Shimadzu® RF-5301PC nos comprimentos de onda 380nm (excitacéo) e
440nm (emissao). As fracGes que possuiam maior quantidade de proteassoma 20S, ou seja,
fracOes ativadas pelo SDS 0,02% e inibidas pelo MG-132, foram entdo agrupadas para oS
ensaios de atividade proteolitica com os inibidores sintetizados. A determinacdo da
concentracdo proteica destas fracdes foi realizada utilizando-se 0 método do BCA (Smith et

al., 1985) (Thermo Scientif, EUA), segundo recomendacdes do fabricante.

4.8. Eletroforese unidimensional em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Cerca de 10 pg das fracBes enriquecidas com proteassoma 20S provenientes da
cromatografia de filtracio molecular foram analisadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida. A eletroforese foi realizada segundo 0 método descrito por Laemmli (1970),
utilizando géis de separacdo a 10% e geéis de concentracdo a 5% em condicGes desnaturantes.
As amostras foram diluidas (1:1) em tampéo de amostra (Tris-HCI 0,125 M pH 6,8; SDS 4%;

glicerol 20%, azul de bromofenol 0,002%) e submetidas a banho de agua fervente por 5
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minutos para desnaturacdo das proteinas. Utilizou-se como padrdo de peso molecular o
Molecular Weight Marker Kit (Sigma Aldrich, EUA). A amperagem adotada foi de 20 mA
por gel. Apds a corrida em tampédo Tris-HCI 25 mM, glicina 0,19 M e SDS 0,1%, o gel foi
corado com Coomassie Blue R-250 0,025% em 40% de etanol e 7% de &cido acético.

4.9. Avaliacdo das atividades peptidasicas do proteassoma na presenca de
inibidores

As atividades proteoliticas semelhantes a tripsina e quimotripsina das fracfes
enriquecidas com proteassoma 20S da espécie estudada foram analisadas na presenca dos
inibidores propostos. Os substratos fluorogénicos Boc-Val-Pro-Arg-7-amido-4-metilcumarina
e N-Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-7-amido-4-metilcumarina (Sigma Aldrich, EUA) foram utilizados
para a determinagcdo das atividades tripsina- e quimotripsina-simile, respectivamente. Para
cada reacdo, utilizou-se entre 5 e 20 ug de proteinas. As aliquotas das fragcdes proteicas foram
pré-incubadas a 37°C por 15 minutos em tampé&o 20S juntamente com 1 uM de cada inibidor.
Em seguida, a reacdo foi iniciada pela adigdo de 25 uM do substrato fluorogénico e do
ativador SDS 0,02% em um volume reacional de 125 pL, sendo interrompida apds 1 hora
com 2 mL de SDS a 1%. A deteccdo fluorimétrica foi realizada em espectrofluorimetro nos
comprimentos de onda 380nm (excitagcdo) e 440nm (emisséo). Determinou-se a concentracdo
dos peptideos conforme descrito no item 4.1.8. As medidas de fluorescéncia foram realizadas
em quintuplicata para cada inibidor e os resultados expressos pela atividade inibitoria em

relacdo a obtida em um grupo controle na auséncia de inibidores.

4.10. Ensaio de angiogénese em membrana corioalantdica de Gallus gallus

domesticus

A atividade angiogénica dos inibidores foi avaliada empregando o0 ensaio da
membrana corioalantdica de galinha (CAM) descrito por Auerbach e colaboradores em 1974,

Ovos de galinha embrionados foram obtidos no comércio local e sua superficie
higienizada com auxilio de uma esponja seca para remocao de quaisquer dejetos presentes. Os
ovos foram incubados em chocadeira Brasmatic® a 37°C, com 60% de umidade e viragem

automatica dos ovos a cada quinze minutos. No oitavo dia de incubacdo foi aberto um orificio
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na regido inferior do ovo (regido correspondente ao saco aéreo) com o auxilio de agulha
estéril. Neste local foram instilados 7pL da substancia a ser testada, por um periodo de cinco
dias consecutivos. No décimo quarto dia de incubacdo os embriGes foram anestesiados
utilizando uma associacdo de xilasina/quetamina (1:1) e posteriormente sacrificados por
seccionamento cervical. As membranas corioalantdicas foram removidas e fotografadas em

microscopio digital (Vimicro corp.).

4.10.1. Quantificacdo do numero de bifurcacbes dos vasos sanguineos da

membrana corioalantéica

Apods o registro das imagens, as mesmas foram analisadas com auxilio do software
Adobe Photoshop®, sendo divididas em quadrantes de 0,5 cm? Foram escolhidos
aleatoriamente 10 quadrantes (representando aproximadamente 10% da area total da imagem)
e as bifurcacdes dos vasos sanguineos foram quantificadas. Como critério de exclusdo, foram
eliminados os quadrantes apresentando artefatos, vasos de calibre superior a trés milimetros,

preenchimento incompleto do quadrante, ou ainda areas com baixa resolucao.

4.11. Analise estatistica

A analise estatistica dos resultados foi realizada com o software Graph Pad Prism
(Versdo 5.0). Para os dados que ndo assumem a distribuicdo gaussiana utilizou-se o teste de
Kruskal-Wallis seguido de pds-teste de Dunns. Para os dados que assumem a curva gaussiana,
empregou-se o teste ANOVA one-way, seguido pelo pos-teste de Tukey. Adotou-se o nivel de

significancia p < 0,05 para todas as analises.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Planejamento dos peptideos inibidores analogos ao BBI

Estudos prévios realizados em nosso laboratorio (Santos, 2006) e resultados da
literatura (Billings et al., 1992) demonstraram que, apesar de seus efeitos bioldgicos in vivo,
inibidores Bowman-Birk obtidos da soja e da semente de Macrotyloma axillare apresentaram
distribuicdo limitada no organismo e baixa difusdo tecidual. Como alternativa ao uso do BBI
em sua forma nativa, os dominios inibitérios sintéticos, os quais retém a estrutura
tridimensional original da molécula, podem ser utilizados em estudos farmacoldgicos (Song et
al., 2008). No entanto, tais peptideos sintéticos apresentaram baixa biodisponibilidade (apenas
5%), possivelmente devido a susceptibilidade a degradacdo (Amorin, 2009). Dessa forma, a
sintese de peptideos com maior estabilidade e que conservem a atividade bioldgica dos
homologos naturais seria uma alternativa interessante para aumentar a meia-vida de peptideos
derivados do BBI em sistemas biologicos.

Para conferir maior estabilidade as cabecas inibitorias sintéticas do BBI, aminoacidos
correspondentes ao motivo proteico do tipo dedo de zinco foram adicionados nas
extremidades do loop de inibicdo. A escolha desse motivo foi baseada na sua funcao
estabilizadora em diversas proteinas envolvidas em diferentes processos celulares (Negi et al.,
2004).

A grande maioria dos estudos realizados com inibidores do tipo Bowman-Birk
emprega o inibidor encontrado na soja, porém estudos relatam um alto nivel de homologia das
sequéncias, bem como similaridade de estrutura e propriedades fisico-quimicas, entre 0s
inibidores de soja e de outras plantas, como aqueles obtidos de Macrotyloma axillare (Joubert
et al., 1979). Além disso, como observado em trabalhos prévios do nosso grupo, o inibidor de
sementes germinadas de Macrotyloma axillare apresenta melhor atividade inibitéria sobre
tripsina do que os inibidores de soja (Oliveira, 2004). Por outro lado, o dominio inibitorio de
quimotripsina de soja € mais eficiente. Assim, foram propostas estruturas baseadas na
sequencia do inibidor de tripsina da planta Macrotyloma axillare e na sequencia do inibidor

de quimotripsina de soja.
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Nishino e colaboradores (1977) foram os primeiros pesquisadores a demonstrar que
um peptideo monociclico, composto por nove residuos, baseado no dominio de ligacdo a
tripsina foi suficiente para preservar as propriedades inibitorias do inibidor nativo. Gariani e
colaboradores (1999) estudaram os efeitos na variagdo dos residuos de aminoacidos em P2’ a
partir da comparacdo de 21 peptideos sintéticos inibidores de tripsina. Variagdes no residuo
P2’ de peptideos sintéticos promoveram alteragdes significativas na constante de inibicao,
confirmando a grande influéncia desta posicdo na interagdo com a enzima. A substituicdo na
posi¢cao P2’ pelo aminoacido isoleucina resulta em um valor baixo da constante de inibigdo e
diminui a taxa de hidrélise dos inibidores (Gariani e et al., 1999).

Desse modo, o peptideo antitripsina YCTKSIPPQCG (YCT-trip), contendo o
aminoacido isoleucina na posi¢do P2’, como descrito por Gariani e colaboradores (1999), e 0
peptideo YCALSYPAQCG (YCA-quimo) com atividade antiquimotripsina descrito por
McBride e colaboradores (1996) foram escolhidos para a sintese. Quanto aos peptideos
contendo sitios de coordenacdo com o ion zinco, as sequencias foram desenhadas baseadas na
estrutura proposta por luchi & Kuldell (2005) para que um fon Zn®* possa se coordenar a dois
residuos de cisteina e dois residuos de histidina (Cys-1, Cys-4, His-12 e His-17), como
encontrado na estrutura classica de dedos de zinco, ou a um residuo de cisteina e trés de
histidina, uma estrutura ndo encontrada naturalmente e descrita por Negi e colaboradores
(2004). A representacdo dos peptideos € mostrada na figura 8. A introducéo desse motivo foi
acompanhada da expectativa de que a estrutura tridimensional do dominio inibitorio fosse
preservada para permitir a interacdo com as enzimas tripsina e quimotripsina.

A presenca do aminodcido cisteina na regido C-terminal prejudica o rendimento da
sintese de peptideos em fase solida. Desse modo, as sequéncias dos inibidores ciclicos,
correspondentes aos inibidores tradicionais, foram iniciadas com um residuo de glicina para
facilitar a posterior adicdo de cisteina (Chan & White, 2000), sem alterar a atividade dos
peptideos, como ja verificado anteriormente por nosso grupo. Outro aminoacido adicionado
sem o propdsito de alterar a funcionalidade dos peptideos foi um residuo de tirosina ()
inserido na extremidade N-terminal para facilitar a quantificacdo espectrofotométrica dos
mesmos, como descrito no item 4.1.8. Para os peptideos contendo o motivo dedo de zinco,

esse residuo de tirosina () foi adicionado a extremidade C-terminal.
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Figura 8: Estrutura priméria dos inibidores peptidicos ciclicos e com motivos dedo de zinco sintetizados. *

Estruturas segundo luchi & Kuldell (2005); ? Sequencia de dedo de zinco contendo trés histidinas no sitio de

coordenacdo, como descrito por Negi e colaboradores (2004).

Assim, empregando-se a estratégia Fmoc/tBu, os peptideos foram sintetizados

manualmente em fase sélida pelo método proposto por Merrifield (1963) .

5.2. Purificacao e caracterizacao dos peptideos ciclicos

Apos a sintese em fase sélida, os peptideos ciclicos correspondentes aos inibidores
naturais foram submetidos a cromatografia de fase reversa em sistema HPLC para a analise de
pureza (Figura 9), apresentando um unico pico. Estes peptideos foram entdo analisados por
espectrometria de massas, em espectromero de massas LCMS-IT-TOF com fonte de
ionizacdo do tipo electrospray. A figura 10 apresenta os espectros de massas dos inibidores

peptidicos identificados, destacando-se os picos correspondentes ao peptideo.
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Figura 9: Perfis cromatograficos em sistema HPLC dos peptideos ciclicos sintetizados (fase estacionéaria: coluna
C18 - 250 mm x 10mm — Lichrocart 250-10 Purospher). Foi empregado gradiente de ACN variando de 25 a 60%

em 65 minutos e TFA 0,1% durante 30 minutos sob um fluxo de 1 mL/min.

Os valores de massa molecular corrigidos, encontrados no modo electrospray positivo
[ES m/z: (M + H)™], estdo apresentados na Tabela 2. Os resultados foram condizentes com o
valor tedrico esperado, predito pela ferramenta EXPASy — Compute PI/Mw tool, confirmando

a identidade das estruturas peptidicas sintetizadas e seu grau de pureza.
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Figura 10: Espectros de massas obtidos por LCMS-IT-TOF do tipo electrosray dos peptideos inibidores ciclicos
YCT-trip e YCA-quimo. Os picos destacados apresentam a relagdo massa/carga (m/z) referente ao peptideo com

a massa molecular esperada. Entre parénteses, € demonstrada a carga positiva adquirida durante a ionizagéo.
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5.3. Purificagdo e caracterizacédo dos peptideos contendo o motivo dedo de zinco

Para a analise dos peptideos empregados na complexacdo com o fon Zn*? foi utilizado
o ditiotreitol (DTT) para reducdo das ligagcdes dissulfeto, com o objetivo de manter as
cisteinas em estado livre. A oxidacdo das cisteinas poderia originar ligacGes dissulfeto entre
peptideos, gerando agregados polipeptidicos com diferentes tempos de retencéo, dificultando
sua purificagdo por cromatografia.

O excesso de DTT foi eliminado durante a purificacdo dos fragmentos sintetizados
empregando cromatografia de exclusdo molecular em coluna contendo resina Sephadex G15.
As fragdes livres de DTT foram liofilizadas e novamente submetidas a cromatografia de fase
reversa para confirmacdo do sucesso da purificacdo. Os perfis cromatograficos dos peptideos
obtidos apos a purificacdo estdo representados na figura 11, juntamente com 0s respectivos
cromatogramas obtidos antes da purificacdo. Houve predominancia de um Unico componente
principal (picos indicados pelas setas vermelhas) para todos os peptideos sintetizados,

demonstrando um grau satisfatorio de pureza.

CPIl-trip: CPICTKSIPPQHLELRHY CPI-trip purificado
A B
F=
| ‘| |
. I e P | A -
HPI-trip: HPICTKSIPPQHLELRHY HPI-trip purificado
B
o L
A ‘ g
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Figura 11: Perfis cromatograficos em sistema HPLC dos peptideos contendo motivo dedo de zinco (fase

estacionéria: coluna C18 - 250 mm x 10 mm - Lichrocart 250-10 Purospher). Foi empregado gradiente de ACN

de 25 a 60% em 65 minutos e TFA 0,1% durante 30 minutos sob um fluxo de 1 mL/min. ‘A’ e ‘B’ referem-se

aos picos observados correspondentes ao peptideo e ao DTT, respectivamente.

ApOs o processo de purificacdo, o0s peptideos também foram submetidos a

identificacdo por espectrometria de massas. A figura 12 apresenta os espectros de massas dos

peptideos identificados, com o0s picos correspondentes ao peptideo de massa molecular

esperada destacados em vermelho. Na tabela 2 também se encontram os valores de massa

molecular corrigidos, encontrados no modo electrospray positivo [ES m/z: (M + H)'], e os

resultados foram condizentes com o valor tedrico esperado, confirmando a pureza do material

obtido apds a purificacéo.
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Tabela 2: Valores de massa molecular encontrados por analise em LC-MS.

Peptideo Massa ES m/z
molecular (g/mol ) (M+H)* °

YCT-trip 1.356,6 1.355,59
CPI-trip 2.134,53 2.134,81
HPI-trip 2.168,53 2.168,15
YCA-quimo 1.174,34 1.174,75
CPI-quimo 2.113,47 2.113,04
HPI-quimo 2.147,47 2.147,09

a Valor tedrico obtido através do software ExPASy (http://web.expasy.org/compute_pi/) e corrigido

pela subtracdo de 1 Da no valor final da massa molecular, devido a utilizagdo da Resina Rink Amide para a

sintese, de forma que os peptideos sdo obtidos com a extremidade C-terminal na forma amidada.
b . - . . .
Valor encontrado por espectrometria de massas e corrigido pela subtragdo da carga positiva adquirida

durante a ionizac&o, de acordo com as figuras 10 e 12.
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Figura 12: Espectros de massas obtidos por LCMS-IT-TOF do tipo electrosray dos peptideos contendo motivo
do tipo dedo de zinco. Os picos destacados apresentam a relacdo massa/carga (m/z) referente ao peptideo com a

massa molecular esperada. Entre parénteses, é demonstrada a carga positiva adquirida durante a ionizacéo.
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Figura 12: Continuacéo.

De maneira geral, os resultados mostrados acima sugerem que 0s procedimentos
utilizados para a sintese, clivagem peptideo-resina e purificagdo foram bem sucedidos,
levando a obtencdo das sequéncias desejadas, confirmadas através dos dados de massa

molecular e pureza dos produtos sintetizados.

5.4. Determinacao de grupos sulfidrila livre

Nos motivos dedo de zinco, para que ocorra a interacdo metal-proteina é essencial que
0s grupos tiol das cadeias laterais dos residuos de cisteina estejam na sua forma reduzida,
mesmo em motivos dedo de zinco artificiais, como € o caso do CH3 (Andreini, 2011, Negi et
al., 2004). Desse modo, para que os inibidores peptidicos sintéticos oferecam condicGes
adequadas para a ligacdo em questdo, é importante quantificar o nimero de grupos sufidrila
livres em cada uma das sequéncias sintetizadas.

Assim, para quantifica-los, empregou-se o teste de Ellman’s (Bulaj, et al., 1998) que
emprega o acido 5,5’-ditio-bis-(2-nitrobenzoico) (DTNB), como reagente, seguindo o
procedimento descrito no item 4.2. A andlise de grupos SH livres foi feita para as quatro
sequéncias peptidicas contendo dedo de zinco, antes e apds 0s ensaios de titulagdo com o ion
cobalto e competicdo com zinco, e os valores obtidos sdo apresentados na tabela 3. Nota-se

que, para os inibidores contendo duas cisteinas, a quantidade de sulfidrila livre (em mM)
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corresponde aproximadamente ao dobro da concentracdo dos peptideos, enquanto que para 0s
peptideos contendo apenas uma cisteina essa razdo aproximou-se de um. Esses dados
mostram que os grupos tiol estdo originalmente na forma reduzida, o que permite a utilizacéo

direta dos mesmos para a complexagdo com ions metalicos.

5.5. Titulacao dos fragmentos peptidicos com ion cobalto

Sondas espectroscopicas desempenham um importante papel na caracterizacao
estrutural de moléculas bioldgicas. Uma boa sonda deve combinar razoavel sensibilidade com
variabilidade das propriedades espectroscOpicas, para que possa ser observada em baixas
concentracdes e para fornecer informacdes sobre propriedades estruturais e/ou dindmicas do
sitio de complexagdo das moléculas em estudo (Frankel et al., 1987). A intensidade dos
espectros de absorcdo oferece informacdes sobre os tipos de ligantes em torno do ion metélico
e sua geometria. A absorcdo da luz € acompanhada pelo rearranjo dos elétrons nos orbitais do
metal e dos ligantes envolvidos, o que reflete nos valores do coeficiente de extingdo (Shi et
al., 1993).

Para a andlise do sitio de ligacdo do ion zinco (I1) em metaloproteinas, € comumente
empregado como sonda o ion cobalto (Il), pois complexos formados com esse metal tém
espectros de absorcéo caracteristicos — ndo apresentados pelo Zn** devido a diferencas em sua
configuracédo eletrénica — e que permitem o acompanhamento das alteracfes por titulacdo do
ligante com o cobalto (Gray, 1980). Dessa forma, mudancas nos espectros no UV-visivel
decorrentes da adicdo do fon Co®* foram utilizadas para investigar a geometria do complexo
peptideo-metal e para determinar a melhor razio estequiométrica para a coordenacéo do Zn**
com os inibidores sintetizados.

Como pode ser visto na figura 13, a adicdo sucessiva da solucao de cloreto de cobalto
alterou a absorcdo de ambos os peptideos em faixas similares de comprimento de onda
(indicadas pelas setas vermelhas). A banda de absor¢do na regido de 250 a 300nm
corresponde a transferéncia de cargas do grupo tiol do ligante para o metal S — Co(Il), e
ocorre para ambos 0s peptideos, indicando que o motivo dedo de zinco CH3 também é capaz
de interagir com ions metalicos. Vale ressaltar que a concentracdo do peptideo HPI-trip no
ensaio foi aproximadamente o dobro da concentracdo do peptideo CPI-trip (que contém o

dobro de grupos tiol), acarretando na similaridade entre a altura das bandas dessa regido. N&do
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obstante a existéncia de interacdo do metal com ambos os peptideos, a determinagdo dos
grupos sulfidrila livres apds a adicdo do metal mostra que a formacdo do complexo foi mais
eficiente para o peptideo CPI-trip do que para o peptideo HPI-trip. Essa menor eficiéncia pode
estar relacionada as diferencas de afinidade entre o ion e os peptideos, as quais seriam
devidas, provavelmente, aos diferentes residuos de aminoacidos que compdem o motivo dedo
de zinco. A diferenca do perfil de varreduras entre os peptideos corrobora com essa hipétese,
pois indica tipos distintos de interacdes entre esses e 0 Co".

A titulacdo pode fornecer ainda informacdes sobre a geometria de coordenagédo
assumida pelo ion apds a ligacdo metal-peptideo. Essa geometria depende do numero de
elétrons presente na camada de valéncia ‘d’ do fon e desse modo, complexos com o Zn** e
Co?* apresentam, na maioria das vezes, geometria tetraédrica (Haas & Franz, 2009). Isso
ocorre para 0s motivos dedo de zinco naturais descritos até o momento, nos quais ha no
minimo dois grupos —SH presentes mantendo a quelacdo com o ion (Andreini et al., 2011).

No entanto, motivos do tipo CH3 e H4 nunca foram encontrados na natureza. Negi e
colaboradores (2004) sugerem que a coordenacdo do fon Zn®** com motivos CH3 sintéticos
(como os peptideos HPI-trip e HPI-quimo) apresenta geometria pentagonal, diferentemente
dos motivos naturais C2H2 (como o peptideo CPI-trip e CPIl-quimo), C3H e C4. Tais
afirmacdes sdo feitas com base na andlise das bandas na regido entre 600 e 700 nm, onde
maiores intensidades indicam geometria tetraédrica, enquanto que a formagdo de complexos
pentagonais gera bandas menores (Parraga et al., 1990). Como mostrado na figura 13, esse
comportamento pode ser observado para os peptideos sintetizados em nosso estudo. O sitio de
coordenacdo insaturado no zinco complexado ao peptideo HPI-trip seria ocupado por uma
molécula de dgua (Negi et al., 2004).

A influéncia da sequéncia de aminoacidos na formagdo do complexo é também
evidenciada pela quantidade de cobalto necessaria a saturacéo (Figura 14). Enquanto que o
aumento da absorbancia a 350 nm durante a titulacdo do peptideo contendo duas cisteinas
ocorre até que sejam atingidas raz6es metal/peptideo préximas a 1, para o peptideo contendo
apenas uma cisteina a saturacdo do complexo é obtida em razdes metal/peptideo proximas a
0,5. Segundo Chen e colaboradores (2000), a alteracdo da absorbancia em comprimentos de
onda proximos a regido do UV pode ser atribuida a transferéncia de carga do grupo tiol para o
Co?*, justificando as diferencas nessa regido do espectro para os dois peptideos, visto o

namero diferente de residuos de cisteina apresentado por cada um deles.
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Figura 14: Dependéncia da banda de transferéncia de cargas S — Co(II) a 350 nm, de acordo com o0 aumento
da quantidade de nimero de mols de Co*? adicionado: A: peptideo CPI-trip; B: peptideo HPI-trip.

5.6. Ensaio de competicdo entre Cobalto e Zinco

A afinidade do Zn** com os peptideos sintetizados foi determinada usando
experimentos de competicdo com o cobalto, sendo adicionadas aliquotas de ZnCl, aos
peptideos recém titulados. Esses experimentos mostraram que o ion zinco (1) desloca
facilmente o ion Cobalto (11) do complexo. Como pode ser observado na figura 15, a adicdo

de Zn?* altera o espectro de absorcéo dos peptideos complexados com cobalto, diminuindo a
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absorcdo de luz em todos os comprimentos de onda para o peptideo CPI-trip e da regido entre
250 e 300 nm para o peptideo HPI-trip. Esses dados mostram que o Zn** liga-se a0 mesmo
sitio que o Co®" e apresenta maior constante de dissociacéo para a formacdo do complexo,
uma vez que a concentracdo da solucao de ZnCl, necesséria para o deslocamento do espectro
é aproximadamente a mesma dos peptideos, enquanto existe excesso de cobalto no meio.
Como forma de avaliar a formacdo do complexo entre 0 Zn?* e os peptideos, foi
realizada a determinacdo dos grupos sulfidrila livres antes e ap6s 0s ensaios de complexacao.
A tabela 3 mostra os valores encontrados para as duas situacdes, e a diminui¢do no nimero de
grupos —SH livres indica o sucesso da formacdo do complexo zinco-peptideo.
Interessantemente, o rendimento da ligagdo foi maior para os peptideos contendo dois
residuos de cisteina (86 e 89%, para CPI-trip e CPI-quimo, respectivamente) do que para
aqueles contendo apenas um residuo que correspondem aos dedos de zinco modificados (72 e
24%, para HPI-trip e HPI-quimo, respectivamente). Ja foi demonstrado que a substituicdo dos
residuos ligantes de motivos dedo de zinco pode aumentar a reatividade do sitio de ligacédo
com uma molécula de agua, reduzindo sua complexacdo com metais. (Negi et al., 2004;
Nomura & Sugiura, 2004). Este fato poderia explicar a menor eficiéncia para a formagédo do

complexo, como notado para o HPI-quimo citado anteriormente.
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Figura 15: Deslocamento dos espectros de absorcdo dos peptideos CPI-trip na concentragdo de 63 uM (A) e
HPI-trip a 133 uM (B) complexados com Co?* apés adicdo de Zn?*. Linha preta: Espectro com CoCl, . Linha
vermelha: Espectro ap6s adi¢do de ZnCl,.
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Os ensaios ndo foram realizados para os peptideos correspondentes a cabeca inibitoria
de quimotripsina, pelo motivo de que a sequéncia do sitio de coordenacdo € a mesma presente

nos peptideos inibidores de tripsina.

Tabela 3: Anélise da formacéo de complexo pela titulacdo de grupos sulfidrila.

Peptideo Concentracdo Previamentea Aposadicdo  Percentagem

(mM)* adigéo de de zinco** de
zinco** Complexacéo
SH livres SH residual
(mM) (mM)
CPI-trip 4,54 8,81 1,23 86%
HPI-trip 3,15 3,07 0,85 72%
CPI-quimo 5,07 9,22 1,04 89%
HPI-quimo 1,17 1,10 0,84 24%

*Concentracdo de peptideo estimada pela absortividade a 280nm.

** Concentracdo de grupos SH titulados com DTNB.

5.7. Ensaios Enzimaticos

Inibidores da familia Bowman-Birk possuem uma estrutura simétrica com dois
dominios encerrados por uma ligacdo dissufeto, cada um contendo um sitio de ligacéo
independente para as enzimas tripsina e quimotripsina (Clemente et al., 2011). O loop de
ligacdo esta contido dentro de uma regido nonapeptidica. Visto que esse loop isolado é
fundamentalmente a porc¢éo inibitdria da molécula integra, mas que por outro lado, apresenta
estabilidade limitada, sua unido com sequéncias estabilizadoras foi proposta para aumentar
seu potencial de aplicacdo em situacdes que necessitem da regulacdo de proteases. Sabe-se
que diferentes classes de proteinas dedo de zinco variam na natureza dos residuos que
interagem com o ion, mas todas tém em comum o fato de se ligar ao zinco de maneira

estrutural ao invés de usa-lo em processos cataliticos (Matthews & Sunde, 2002).
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5.7.1. Atividade initdria anti-tripsina e anti-quimotripsina bovina

Com vista no descrito acima, os inibidores sintéticos contendo o motivo dedo de zinco
foram ensaiados quanto suas atividades inibitorias e comparados ao BBI, aqui denominado
BBI enriquecido (BBI-E), e aos peptideos ciclicos analogos ao BBI. A pentamidina, um
inibidor peptidomimético da atividade proteolitica tripsina-simile (Pu¢kowska et al., 2008),
também foi inserido em alguns dos ensaios. A tabela 4 mostra as concentracdes de cada um
dos inibidores necessarias para a inibicdo de 50% da atividade enzimatica. Destacam-se sobre
a atividade da tripsina o BBI, a pentamidina e o peptideo YCT-trip.

Tabela 4: IC 50 dos inibidores utilizados.

Composto Tripsina Quimotripsina
BBI 2,4 x 10" 4,8x10”
Pentamidina 3,9x10° N4o inibe
YCT-trip 1,15 x 10°® -

CPI-trip 1,29 x 10™ -

HPI-trip 5,22 x 10 -

YCA-quimo - 1,9x10°
CPI-quimo - 1,03 x 107
HPI-quimo - 4,51 x10°

Quanto aos peptideos contendo o motivo dedo de zinco, esses foram ensaiados
previamente e apds a complexacdo com o ion. Os resultados obtidos comprovam a
importancia do zinco na estruturacdo dos inibidores, visto a perda de grande parte de sua
atividade inibitéria sem a coordenacdo com o metal, uma vez que nenhum dos peptideos
lineares (sem zinco) alcancou a atividade inibitéria de 50%, mesmo nas maiores
concentracdes testadas. Por outro lado, quando complexados com o fon Zn?* todos os
peptideos exibiram atividade inibitéria de 50% da enzima, nas concentracGes mostradas na
tabela 4. Como visto, sdo necessarias concentracdes mais elevadas dos peptideos contendo
dedo de zinco para inibir 50% da atividade das enzimas, em relacdo aos demais inibidores.

Para a comparacao das atividades inibitorias, os resultados obtidos nos ensaios foram

normalizados pelas concentracdes iniciais dos inibidores e sdo mostrados na figura 16.
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Figura 16: Ensaios de atividade enzimatica na presenca de inibidores de proteases. Os dados foram analisados
pelo teste ANOVA one-way seguido de pos-teste Tuckey. Adotou-se o nivel de significanciap <0,05.n =5.

* atividade inibitdria significativamente diferente em relagdo ao BBI de cada grupo.

** atividade inibitdria significativamente diferente em relacéo ao peptideo ciclico de cada grupo.

Quanto a atividade antitripsina, a analise demonstra que o inibidor natural é cerca de
quatro vezes mais ativo do que a cabeca sintética (YCT-trip), e esse ligeiramente mais potente
do que a pentamidina. Em relacdo a atividade anti-quimotripsina o peptideo sintético YCA-
quimo também apresentou-se menos potente que o inibidor natural (diferenca de
aproximadamente quatro vezes). Por outro lado, as atividades inibitdrias de todos os peptideos
contendo o motivo estrutal dedo de zinco foram muito inferiores aos demais. No entanto, a
atividade dos peptideos HPI-trip e HPI-quimo ndo apresentou diferenca estatistica dos
peptideos contendo duas cisteinas, a despeito do menor rendimento durante a formacdo de
complexo com zinco para esses peptideos. Esses resultados demonstram que a alteracdo da
conformacdo da regido inibitoria desses peptideos pela introducdo do dedo de zinco
prejudicou severamente a interacdo com as respectivas enzimas.

A exemplo do BBI, todos os outros inibidores exerceram maior atividade sobre a
protease tripsina do que sobre a quimotripsina. Apesar das diferencas estatisticas encontradas,
as cabecas inibitorias isoladas (YCT-trip e YCA-quimo) conservam parte da atividade
inibitéria do BBI nativo, em concordancia com o que é encontrado na literatura (Gariani et
al., 1999). A despeito da menor atividade dos peptideos ciclicos, essa talvez possa ser tomada

como uma medida mais aproximada da atividade real do BBI, uma vez que a sintese das al¢as
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inibitérias elimina a possibilidade da participacdo de contaminantes, como ocorre no caso do
extrato de soja enriquecido (Hernandez & Ledesma, 2009).

Como esperado, a pentamidina possui apenas atividade inibitoria sobre a tripsina na
faixa de concentragdo préxima a um micromolar (Andrade & Mare-Guia, 1990), e por outro

lado, ndo inibiu a quimotripsina (Pu¢kowska et al., 2008).

5.7.2. Resisténcia a hidrolise enzimética

Frankel e colaboradores (1987) verificaram que a complexacio do fon Zn** ao motivo
dedo de zinco protegeu peptideos da digestdo triptica. Os autores presumiram que 0
dobramento conferido ao peptideo na presenca do zinco o torna menos susceptivel a clivagem
proteolitica.

Nos ensaios de recuperacdo da atividade enzimatica ap0s incubagdo com tripsina, o
peptideo CPI-trip apresentou comportamento similar aos peptideos YCT-trip e HPI-trip
(Figura 17). Esse dado ndo corrobora com a habilidade do motivo dedo de zinco de estabilizar
0 restante da molécula. Além disso, apesar da menor inibicdo (maior atividade enzimatica
residual) apresentada pelos peptideos CPI-trip e YCT-trip ao inicio do ensaio, nota-se pela
inclinacdo das retas, que a perda da capacidade inibitoria € mais pronunciada para o BBI do
que para os trés peptideos, de modo que, ao final dos 180 minutos de incubacédo a atividade

triptica € extremamente semelhante para os trés inibidores (aproximadamente 87%).
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Figura 17: Taxa de hidrdlise pelas enzimas tripsina e quimotripsina, empregando os inibidores BBI (preto);
YCT-trip (vinho); CPI-trip (azul); HPI-trip (rosa); YCA-quimo (vinho); CPI-quimo (azul); HPI-quimo (rosa).
Atividade residual da enzima expressa em porcentagem.
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Para 0s ensaios de inibicdo de quimotripsina, também ndo existe grande diferenca
entre os peptideos contendo o motivo dedo de zinco e o peptideo ciclico. Embora a
susceptibilidade do inibidor natural tenha se apresentado ligeiramente maior, ndo houve
nenhum beneficio da introducdo de dedo de zinco, uma vez que a clina¢do dos graficos sdo

semelhantes observando-se a mesma recuperagdo da atividade enzimética ao longo do tempo.

5.7.3. Determinacdo da estabilidade térmica dos inibidores

Em virtude de caracteristicas como tamanho reduzido, presenca de pontes dissulfeto,
ligagdes de hidrogénio e residuos de prolina presentes na alca de inibigdo, os inibidores do
tipo Bowman-Birk possuem uma rigidez estrutural que garante sua atividade inibitoria até
mesmo em condicdes desfavoraveis, como temperaturas elevadas, forca idnica e extremos de
pH, principalmente em condigdes acidas (Osman et al., 2002).

Testes de termoestabilidade foram realizados para o BBI e peptideos CPI-trip, HPI-
trip, CPIl-quimo e HPI-quimo, nos quais a regido formadora da ligacdo dissulfeto foi
substituida pelo motivo dedo de zinco (Figura 18).

Para o teste realizado com quimotripsina, nota-se que a inclinacdo da curva de todos
0s peptideos é menos acentuada quando comparada a do BBI, o0 que ndo aconteceu no ensaio

empregando a tripsina, onde o BBI mostrou-se mais resistente a variacdes de temperatura.
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Figura 18: Estabilidade térmica dos inibidores frente as enzimas tripsina e quimotripsina. BBI (preto); YCT-trip
(vinho); CPI-trip (azul); HPI-trip (rosa). BBI (preto); YCA-quimo (vinho); CPI-quimo (azul); HPI-quimo (rosa).
Atividade residual da enzima expressa em porcentagem.
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Para a enzima tripsina o peptideo HPI-trip mostrou-se mais resistente do que 0s
peptideos YCT-trip e CPI-trip. Interessantemente, o CPI-trip mostrou-se mais susceptivel a
variacdes térmicas do que o ciclico. No entanto, para a quimotripsina, 0s peptideos contendo
dedo de zinco foram mais resistentes do que o peptideo ciclico, sendo que o CPI-quimo foi o
mais resistente. Esses resultados estdo de acordo com a estabilidade térmica de peptideos
contendo dedo de zinco encontrada por Frankel e colaboradores (1987). Os autores
demonstram que os espectros de dicroismo celular das moléculas analisadas apresentam

pequenas alteracbes — de carater reversivel — na faixa de temperatura de 4°C a 75°C.

5.7.4. Determinagéo da resisténcia dos inibidores ao ambiente redutor

O ambiente redutor proporcionado pelo DTT foi a condicdo testada que exerceu 0S
efeitos mais acentuados sobre os inibidores (Figura 19).
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Figura 19: Resisténcia dos inibidores ao ambiente redutor. BBI (preto); Pentamidina (verde); YCT-trip (vinho);
CPI-trip (azul); HPI-trip (rosa); BBI (preto); YCA-quimo (vinho); CPI-quimo (azul); HPI-quimo (rosa).
Atividade residual da enzima expressa em porcentagem.

Analisando a atividade anti-tripsina, observa-se que a presenca do agente redutor afeta
mais a atividade inibitoria do BBI do que a dos analogos sintéticos, embora ndo sejam notadas
diferencas substanciais de resistencia dos analogos sintéticos. Do ponto de vista da atividade

anti-quimotripsina, essa condicdo parece ter um efeito deletério maior sobre a atividade
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inibitéria do BBI, observando-se uma menor atividade do inibidor natural em relagdo aos
analogos contendo dedo de zinco e a cabeca de inibicdo sintética. Embora tenha apresentado
maior inibicdo no inicio do ensaio, a perda de inibicdo é praticamente instantanea para essa
regido do inibidor, sendo que logo no tempo de 10 minutos a atividade enzimatica atinge
aproximadamente 100%.

Os peptideos contendo o motivo dedo de zinco (tanto inibidores de tripsina quanto de
quimotripsina) mostraram menor resisténcia ao ambiente redutor, permitindo supor que a
coordenacgdo com o ion zinco ndo favoreca a permanéncia desses em ambiente redutor.

Considerando as andlises de resisténcia a hidrolise, resisténcia térmica e resisténcia a
presenca de agente redutor, concluimos que a introducdo do dedo de zinco ndo trouxe

vantagens aos inibidores sintéticos.

5.8. Ensaios de inibi¢ao do proteassoma 20S

Considerando que o efeito quimiopreventivo do BBI é também associado com o
controle da apoptose e divisdo celular, via inibicdo do proteassoma, e que as subunidades
cataliticas desse complexo possuem atividade do tipo caspase-simile, tripsina-simile e
quimotripsina-simile (Kisselev et al., 2006), foi avaliada a atividade dos inibidores peptidicos
sintetizados, bem como da molécula do BBI e do inibidor de protease pentamidina sobre esse
complexo proteolitico 20S.

Desse modo, extratos de proteinas da fracdo soluvel de figado de Ratos Wistar pré-
enriquecidos em proteassoma 20S foram obtidos como descrito no item 4.6., e submetidos a
cromatografia de filtracdo molecular em resina Fractogel® EMD BioSEC (S). Como pode ser
observado na figura 20, o intervalo correspondente as fragdes 19 a 32 apresentou maior nivel
de proteinas, detectadas pela medida da absorbancia a 280 nm. Essas fracdes foram analisadas
quanto a atividade peptidasica quimotripsina-simile utilizando o substrato Suc-LLVY-MCA na
presenca e na auséncia do inibidor MG-132 a 200 uM. O ensaio de atividade peptidasica
quimotripsina-simile nessas condicGes permite enriquecer ainda mais o extrato total de

proteinas soltveis com a fracdo de interesse (Kimura et al., 2000).
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Como pode ser observado no perfil cromatografico (Figura 20) a atividade proteolitica
se extendeu da fracdo 20 a fracdo 36 e apresentou-se defasada da atividade na presenca do
inibidor especifico para o proteassoma (MG132). Apenas as fracGes situadas entre os tubos 22
a 28, foram recolhidas para se obter uma preparacao enriquecida em proteassoma, pelo fato de
corresponderem as fracbes de maior massa molecular totalmente inibidas pelo inibidor

especifico.
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Figura 20: Cromatograma a 280 nm e medidas da atividade peptidasica quimotripsina-simile dos extratos
proteicos de figado de Ratos Wistar na auséncia e presenca de MG-132 a 200 uM. Substrato: Suc-LLVY-MCA.

UAF: Unidades Arbitrarias de Fluorescéncia.

As fracdes recolhidas foram submetidas a SDS-PAGE para analise dos perfis proteicos
das preparacGes, como mostrado na figura 21. A seta indica a regido compreendida entre as
bandas proteicas presentes na regido entre 20 e 30 kDa, correspondentes as massas
moleculares de subunidades o do proteassoma 20S, demonstrando um enriquecimento da
preparacdo em relacdo ao extrato total. A permanéncia dessas e a diminuicdo da intensidade
de outras bandas, quando comparadas as canaletas referentes ao extrato total e a fracédo

enriquecida, confirmam o enriquecimento da amostra.
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Figura 21: SDS-PAGE 10% das fracGes proteicas do extrato total e enriquecidas com proteassoma 20S
identificadas pela medida da atividade quimotripsina-simile. PMM: Padrdo de Massa Molecular; ET: Extrato
Total; FE: fragdo enriquecida. Quantidades equivalentes de proteinas (10ug) do extrato total (ET) e da fragdo

enriquecida (FE) foram utilizadas.

5.8.1. Atividade inibitdria sobre o proteassoma 20S

A inibicdo do sitio quimotripsina-simile do proteassoma pode causar reducdo da
proteolise celular diminuindo a sobrevivéncia de células cancerosas através da inibicdo do
crescimento tumoral e da inducéo de apoptose em diversos modelos experimentais (Kisselev
et al., 2006). Chen e colaboradores (2005) observaram o acumulo de substratos poli-
ubiquitinados em células de cancer de mama apds a exposi¢cdo ao BBI, com consequente
diminuicdo da expressdo de ciclinas regulatorias do ciclo celular. Desse modo, visto a
importancia do BBI como inibidor da atividade quimotripsina-simile proteassomal, nds
avaliamos o potencial inibitério dos peptideos sintéticos analogos ao BBI-E e contendo o

motivo dedo de zinco.

5.8.1.1. Avaliacdo da atividade quimotripsina-simile

Os potenciais inibitdrios dos peptideos sintetizados, do BBI-E e da pentamidina, foram
avaliados pela medida da atividade peptidasica na faixa de concentracdo de 0,1 a 1000 uM

dos inibidores. A figura 27 (apéndice) mostra que todos os inibidores testados exerceram
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atividade inibitdria sobre o proteassoma. Os resultados encontrados para as concentragdes de
0,1 e 100 uM s&o mostrados na figura 22.

De forma excepcional, a pentamidina exerceu forte atividade inibitéria até mesmo na
mais baixa concentracdo testada. A estrutura da pentamidina, a qual é composta por duas
benzamidinas — analoga a arginina —, ndo favorece sua interacdo com sitios cataliticos
quimotripsina-simile, como mostrado no item 5.7.1.

Por outro lado, Nguewa e colaboradores (2005) demonstraram que a pentamidina,
devido sua carga positiva em pH fisiolégico, pode alterar a conformacdo da regido basica da
ubiquitina, responsavel pelo enderecamento de proteinas danificadas ao proteassoma, e
sugerem que, desse modo, o farmaco possa inibir as fun¢Ges bioquimicas dessa proteina.
em nosso trabalho, mostram que a pentamidina pode inibir o complexo proteolitico tanto na
etapa de reconhecimento dos substratos ubiquitinados quanto na protedlise em si,
empregando-se substratos sintéticos. No nosso caso, a possivel explicacdo para a inibi¢cao
proteassomal seria baseada também nas cargas positivas da pentamidina, as quais
propiciariam sua interacdo com as regides carregadas negativamente presentes na entrada do
complexo proteassoma, facilitando seu acesso a regido catalitica.

Entre os demais inibidores, o BBI e 0 YCA-quimo inibiram a atividade quimotripsina-
simile mesmo nas concentracfes mais baixas testadas (0,1 e 1 uM) enquanto que os inibidores
CPI-quimo e HPI-quimo apresentaram atividade somente a partir de 10 uM. Do ponto de
vista do efeito maximo, entre os peptideos contendo dedo de zinco, o peptideo CPI-quimo foi
0 que mostrou valores de atividade mais proximos a atividade do BBI.

Tanto em relacdo ao efeito maximo quanto para as concentracbes de 0,1 uM, o
peptideo YCA-quimo exibiu atividade similar ao BBI, de modo contrario ao que ocorreu para
0S ensaios com a enzima quimotripsina bovina (item 5.7.1.). Esse resultado pode ser
sustentado pelo fato de ndo haver necessariamente uma equivaléncia estrutural entre o sitio da
quimotripsina bovina e do proteassoma. A inibicdo do proteassoma é do tipo ndo-competitiva,
uma vez que o BBI ndo alcancaria o interior do complexo proteolitico, e 0 peptideo YCA-
quimo com estrutura idéntica ao dominio inibitério do BBI deve se ligar no mesmo sitio do

proteassoma.
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Figura 22: Avalicdo da atividade quimotripsina-simile de proteassoma 20S de figado de Ratos Wistar na
presenca dos inibidores BBI, Pentamidina e peptideos YCA-quimo, CPI-quimo e HPI-quimo. A: Concentracdo
de 0,1 uM de inibidores; B: Concentracdo de 100 uM de inibidores. (Tais concentracdes foram escolhidas com
relacdo a curva mostrada na secdo Apéndice). *atividade inibitoria significativamente diferente em relacéo ao
BBI (p <0,05). n= 5. Substrato: Suc-LLVY-MCA.

5.8.1.2. Avaliacdo da atividade tripsina-simile

Apesar das atividades anti-tumorais ndo terem sido observadas em moléculas de BBI
modificadas com atividade inibitoria apenas para tripsina, a atividade tripsina-simile
envolvida na carcinogénese deve ser considerada alvo potencial de inibidores do tipo BBI e
seus derivados (Clementea & Domoney, 2006). Desse modo, embora seja considerada menos
importante para a protedlise celular, a inibicdo da atividade tripsina-simile do proteassoma
também foi avaliada.

Os resultados dos ensaios de inibicdo da atividade tripsina-simile do proteassoma
pelos inibidores testados sdo mostrados na figura 28 (apéndice). Neste ensaio, 0s inibidores
YCT-trip, CPI-trip e HPI-trip foram capazes de inibir a acdo do proteassoma apenas a partir
da concentracdo de 10 pM. Como discutido anteriormente a estrutura da pentamidina
possibilita sua interacdo com sitios cataliticos tripsina-simile. De maneira geral, a inibicdo da
atividade tripsina-simile do proteassoma pelos inibidores foi ligeiramente menor quando

comparada a inibicdo da atividade quimotripsina-simile (Abramova et al., 2004).
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Contrariamente ao que foi encontrado no ensaio para a atividade quimotripsina-simile,
0 aumento gradativo da concentracdo de BBI foi acompanhado pela diminuicdo de sua
atividade inibitoria, sugerindo que esse efeito pode ser decorrente da complexidade
modulatéria do proteassoma.

A figura 23 mostra os resultados para as concentracdes 0,1 e 100 uM. Ao contrério do
observado para os inibidores CPI-quimo e HPI-quimo no ensaio da atividade quimotripsina-
sinile, os inibidores CPI-trip e HPI-trip apresentaram atividade inibitoria similar, sem
diferencas estatisticas entre si para todas as concentracoes testadas, mostrando que nesse caso,
0s peptideos com dedo de zinco com duas ou uma cisteina exercem a mesma atividade sobre

0 proteassoma.
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Figura 23: Atividade inibitéria dos inibidores BBI, Pentamidina e peptideos YCT-trip, CPI-trip e HPI-trip sobre
a atividade tripsina-simile de proteassoma 20S de figado de Ratos Wistar. A: Concentracdo de 0,1 pM de
inibidores; B: Concentragdo de 100 pM de inibidores. (Tais concentracdes foram escolhidas com relagéo a curva
mostrada na se¢do Apéndice). *atividade inibitdria significativamente diferente em relagdo ao BBI (p <0,05). n

= 5. Substrato: Boc-VPR-MCA.

Embora os derivados com dedo de zinco tenham apresentado atividade mais baixa em
relacdo aos demais inibidores, um efeito inibitério substancial foi notado nas concentragdes de
100 pM. A diminuicdo da afinidade pela modificacdo estrutural foi observada, mas a
atividade inibit6ria foi preservada. Portanto, essa alteracdo da estrutura ndo foi vantajosa do

ponto de vista da inibicdo do proteassoma.
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5.9. Ensaio angiogénico em membrana corioalantdica de Gallus gallus domesticus

Embora ainda ndo sejam completamente conhecidos 0s mecanismos pelos quais o BBI
exerce suas funcbes anti-carcinogénicas, sua habilidade intrinseca como inibidor de serino-
proteases é fundamental, visto que o BBI quimicamente inativado ndo tem efeito significativo
na proliferacdo de células cancerigenas (Clemente et al., 2010).

Através da inibicdo de serino-proteases, o BBI impede a ativacdo de proteases
envolvidas na degradacdo da membrana basal e matriz extracelular, como é o caso da serino-
protease de membrana MT-SP1 (Yamasaki et al., 2003). As metalo-proteases de matriz
(MMPs), que séo secretadas sob a forma de zimogénio, também necessitam da agdo de serino-
proteases para assumirem as formas ativas. Essa classe de enzimas participa da destruicdo da
matriz extracelular em condicOes patoldgicas tais como artrite, doencas cardiovasculares e
inflamacédo (Deguchi et al., 2006). Em alguns tipos de tumores, as proteinas MMP-2 e MMP-
9 tém sua esxpressdo aumentada em comparacdo com tecidos normais e sua ativacdo é
dependente de tripsina (Duncan et al., 1998). Bawadi e colaboradores (2004) demonstraram
que o BBI de soja inibiu a ativacdo tripsina-dependente dessas duas metaloproteases e
sugerem que o blogueio de cascatas proteoliticas pode diminuir a angiogénese patoldgica e,
como consequéncia, retardar o processo metastatico.

A fim de verificar o potencial de aplicacdo dos peptideos sintetizados no controle da
angiogénese, foi empregado o modelo da membrana corioalantéica (CAM) de Gallus gallus
domesticus. Além do BBI enriquecido (BBI-E) empregado nos testes anteriores, foi testado
também o BBI purificado em coluna de afinidade de tripsina (BBI-PA), praticamente
destituido da ativida anti-tripsina, com o intuito de verificar a importancia desse dominio na
atividade observada.

Para todas as concentracdes nenhum dos inibidores testados apresentou atividade
angiogénica pronunciada, uma vez que todos foram significativamente diferentes do controle
positivo utilizado (figura 29 — apéndice). Os resultados das contagens de bifurcacdes de vasos
na membrana estdo expostos na figura 24.

Como pode ser notado, ocorreu um padrao atipico na relacdo dose-resposta de alguns
inibidores testados. O efeito anti-angiogénico apresentado pelo BBI-E e YCT-trip, por
exemplo, mostrou relacdo inversa com a concentracdo aplicada. A semelhanca nos perfis das

duas formas de inibidores é evidéncia concreta que a inversdo da relacdo dose-resposta nesse
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caso ndo se deve a presenca de impurezas, uma vez que a origem das duas moléculas € de
natureza distinta. A auséncia de atividade anti-angiogenica do BBI purificado em colunas de
afinidade de tripsina, destituido da atividade anti-tripsina, é também evidéncia que esse
padrdo atipico de inibicdo é depente da integridade dessa regido.

Verifica-se ainda um efeito anti-angiogénico significativo para as espécies inibidoras
de tripsina BBI-E, YCT-trip e pentamidina, quando em concentrac¢fes baixas, em relacdo ao
controle negativo. Foi verificada auséncia de atividade nas concentragdes de 10° e 10° nM
para os inibidores contendo dedo de zinco e para os inibidores de quimotripsina (YCA-quimo
e BBI-PA).

A atividade anti-angiogénica foi observada para os inibidores de quimotripsina YCA-
quimo e CPI-quimo somente nas concentragdes mais altas de 10 e 10° nM. Além disso,
também nao foi notada atividade anti-angiogénica para o BBI tratado em coluna de afinidade
de tripsina (BBI-PA), no qual a por¢éo inibitoria de tripsina foi suprimida. Esses resultados
indicam que a regulacdo da angiogénese pelo BBI esta correlacionada a atividade inibitdria de
tripsina.

Visto que o efeito anticarcinogénico do BBI é correlacionado principalmente com sua
capacidade de inibir quimotripsina (Yavelow et al., 1985) e que a inibicdo dessa protease nao
acarreta em mudancas na angiogénese (Figura 24, peptideo YCA-quimo e BBI-PA), nossos
resultados sugerem que o BBI possa suprimir o cancer por meio da modulacdo de vias
fisiologicas independentes reguladas por uma das duas proteases.

Apesar dos efeitos verificados nos testes de inibicdo do proteassoma, 0s peptideos
contendo dedo de zinco ndo apresentaram atividade sobre a angiogénese no modelo analisado,

exceto para as concentracdes de 10* e 10° nM do CPI-quimo e 10 nM do HPI-trip.
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Figura 24: NUmero de bifurcac@es de vasos avaliado na presenca de inibidores de proteases.
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Na figura 25 sdo comparados os inibidores que apresentaram atividade anti-
angiogénica na concentracdo de 10° nM. Pela analise estatistica dos resultados pode ser
observado que todos os inibidores foram ativos, sendo que o BBI-E e YCT-trip apresentaram

mesma potencia anti-angiogénica que a pentamidina.
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Figura 25: Atividade anti-angiogénica dos inibidores de tripsina na concentracdo de 10° nM. *atividade

inibitéria significativamente diferente em relagéo ao peptideo YCT-trip (p <0,05). n=38.

Apesar do maior potencial anti-angiogénico da pentamidina, quando avaliada em
concentracdes acima de 10° nM, sua administracdo prolongada produz frequentemente
reacOes adversas graves em humanos, diminuindo a taxa de crescimento e alterando a
morfologia de hepatdcitos (Parker et al., 1993). Quando aplicada na membrana, a substancia
gerou lesdes teciduais ndo verificadas para os outros inibidores (Figura 26). Podem ser
visualizados focos hemorragicos, com diminuicdo significativa da vasculogénese ao seu
redor, de maneira dose-dependente (Figura 24).

O efeito € consistente com as atividades dos outros inibidores de tripsina, sob o
aspecto da inibicdo da angiogénese, embora manifestado de maneira mais intensa, sugerindo
gue os mecanismos podem estar relacionados. Além disso, os inibidores de tripsina do tipo
Kunitz, oriundos da soja, mostraram atividade anti-angiogénica por meio da inibicdo do
VEGF, um importante estimulador da formacdo de novos vasos (Drewes et al., 2012).
Entretanto, grande parte dos efeitos provenientes da administracdo de pentamidina tem sido
atribuidos a sua capacidade de se ligar ao sulco menor do DNA e inibir a replicacdo e a
sintese de proteinas (Hildebrandt et al., 1998). Alguns estudos também apontam sua acéo

direta sobre enzimas envolvidas na reparacdo de danos no DNA, e ressaltam a possibilidade
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do seu uso como agente anticancerigeno (Chow et al., 2004). Além disso, a pentamidina
também inibe enzimas envolvidas na acetilacdo de histonas e clivagem de regides alteradas do
DNA (Kobayashi et al., 2010).

o g

Figura 26: Membranas corioalantéicas apés inoculacéo de cinco doses diarias de 7 uL de pentamidina: A: 10
nM; B: 10° nM; C: 10°nM; D: 10°nM; E: 10° nM; F: 10°nM; G: 10' nM; H:Controle Negativo.

Embora a pentamidina apresente uma intensa resposta bioldgica, varios efeitos toxicos
foram apontados na literatura (Perilo et al., 2010) que demonstram limitagdes no uso dessa
droga. Por outro lado, o inibidor Bowman-Birk de soja foi considerado isento de toxicidade
em humanos (Armstrong et al., 2000), colocando esses inibidor, bem como seus analogos,

como potenciais drogas anti-angiogénicas.

69



6. Conclusoes




Ferreira, C. S. Conclusbes

6. CONCLUSOES

A introducdo do motivo estrutural dedo de zinco prejudicou as atividades sobre as
enzimas tripsina e quimotripsina, sobre a atividade do proteassoma e atividade anti-

angiogénica;

A maioria dos inibidores de tripsina estudados, especialmente a pentamidina,
apresentaram inibicdo sobre a atividade quimotripsina-simile do proteassoma de Ratos
Wistar;

O inibidor Bowman-Birk apresenta atividade anti-angiogénica em membrana

corioalantdica de Gallus gallus domesticus;

A cabeca inibitoria sintética anti-tripsina apresentou efeito anti-angiogénico de mesma

intensidade que o BBI,
A pentamidina mostrou-se excepcionalmente ativa como agente anti-angiogénico,

reforcando a hipotese do mecanismo anti-antiangiogénico mediado por enzimas

tripsina-simile.
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7. PERSPECTIVAS

e Testar preparagdes nanoformuladas do BBI e peptideos ativos, vislumbrando o

aumento da atividade e biodisponibilidade;

e Avaliar a atividade angiogénica dos peptideos inibidores de tripsina estudados em

modelos de mamiferos;

e Testar a utilizacdo da pentamidina e analogos como agentes anti-angiogénicos em

modelos de mamiferos;

e Explorar o mecanismo de inibigdo das atividades tripsina-simile no entendimento da

angiogénese.
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9. APENDICE
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Figura 27: Curva dose-resposta da avalicdo da atividade quimotripsina-simile de proteassoma 20S de figado de
Ratos Wistar na presenga dos inibidores. BBI (azul), Pentamidina (verde) e peptideos YCA-quimo (rosa), CPI-
quimo (lil&s) e HPI-quimo (vinho). Substrato: Suc-LLVY-MCA.
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Figura 28: Curva dose-resposta da avalicdo da atividade tripsina-simile de proteassoma 20S de figado de Ratos
Wistar na presenca dos inibidores. BBI (azul), Pentamidina (verde) e peptideos YCT-trip (rosa), CPI-trip (lilas) e
HPI-trip (vinho). Substrato: Boc-VPR-MCA.
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Figura 29: Comparagao do nimero de bifurcagdes e controle positivo (Estradiol).

BBIE

Figura 30: Membranas corioalantdicas apds inoculacdo de cinco doses didrias de 7 pL de cada inibidor.
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Figura 30: Continuacéo.
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